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Introduccion

1. Tejido Oseo
l. 1. 1. Funcién y estructura 6sea

El sistema esquelético esta constituido por dos partes fundamentales: una 6sea, formada
por los huesos, que constituyen la estructura sélida; y una cartilaginosa y membranosa, que
forma la parte més blanda [Llusa., 2006]. Los huesos son érganos formados por la asociacion de
diferentes tejidos siendo el tejido 6seo el componente mayoritario. El tejido 6seo es un tejido
complejo y dinamico que experimenta continuamente un proceso llamado remodelacion (Seccion
[.1.4.B) que implica la destruccion del tejido 6seo viejo y construccion simultanea de tejido dseo
nuevo [Tortora, 2011].

El esqueleto cumple varias funciones. Los huesos del esqueleto proveen soporte
estructural al resto del cuerpo; permiten el movimiento y locomocion al permitir la insercion de
musculos; protegen o6rganos y estructuras vitales; participan en el mantenimiento de la
homeostasis del metabolismo mineral y del balance acido-base; sirven como reservorio de
factores de crecimiento y citoquinas; y proveen el entorno adecuado para la hematopoyesis en

ainap Bl los espacios donde se aloja la médula 6sea [Clarke,
_ / Hueso trabecular 2008]

Epifisis //(contiene médula ésea roja)
Proximal . ,
e \,__\Médulaésea roja Los huesos se pueden clasificar segun su
etarisis
- -/ catlagodecrecimiento  gaometria en huesos largos como el fémur, la tibia y el
humero, huesos planos como los del craneo y la
mandibula, huesos cortos como los huesos del carpo y
Hueso compacto . ;
Endostio del tarso, y huesos irregulares como las vértebras
[Testut, 1983; Clarke, 2008].
Didfisis . ;o
Cavidad medular Un hueso largo tipico consta de un cuerpo y dos
', ' extremos. El cuerpo, o diafisis, generalmente es
————— Periostio
. ‘ prismatico y triangular, y los extremos o epifisis son méas
J ‘ voluminosos (Figura 1.1.1.1). Las zonas que participan en
la articulacién con algun otro hueso estan recubiertas por
Metafisis \ una capa fina de cartilago hialino articular, cuya
B ' funcion es reducir la friccion y absorber parcialmente los
Epifisis | ) . . . .
Distal — , impactos en las articulaciones. Las superficies externas
)_»—f'— Cartilago articular

- que no estan recubiertas por este cartilago estan

Figura 1.1.1.1 Esquema de la estructura general de un hueso largo. (Tomado del
libro “Principios de Anatomia y Fisiologia®, Tortora)
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recubiertas por el periostio.

En los huesos largos maduros existe una region con forma de cono denominada
metafisis que comunica la diafisis con cada epifisis. En un hueso en crecimiento, esta region
contiene a la placa epifisaria o cartilago de crecimiento, capa de cartilago hialino que permite a
la diafisis crecer en longitud. Cuando un hueso deja de crecer en longitud, este cartilago es
reemplazado por tejido 6seo y la estructura resultante se conoce como linea epifisaria. La

cavidad medular es el espacio dentro de la diafisis que en los adultos contiene médula 6sea.

El tejido 6seo es una forma especializada de tejido conectivo denso. La matriz 6sea
extracelular se compone de una matriz organica y de sales inorganicas. La matriz organica esta
formada por fibras de colageno tipo | en un 90%; mientras que los componentes inorganicos
estan compuestos en su mayor parte por depésitos de fosfato de calcio cristalino, casi idénticos
a los del mineral hidroxiapatita, con formula general [Ca10(POa4)s(OH)]. Los cristales se disponen
en paralelo, en relacion estrecha con las fibras de colageno [Geneser, 2006].

En la matriz 6sea también se encuentran proteinas no colagenas como:

e Macromoléculas de proteoglucanos que contribuyen a que el tejido 6seo ofrezca
resistencia a la compresion.

e Glucoproteinas multiadhesivas que actian en la adhesion de las células déseas y las
fibras colagenas a la matriz mineralizada. Por ejemplo: osteonectina (que sirve como
adhesivo entre colageno y los cristales de hidroxiapatita), sialoproteinas como la
osteopontina (que media la adhesion de las células a la matriz dsea) y las sialoproteinas
I'y Il (que median la adhesion celular e inician la formacion de fosfato de calcio durante
el proceso de mineralizacion).

e Proteinas dependientes de la vitamina K osteoespecificas que incluyen a la
osteocalcina, que captura el calcio desde la circulacion atrayendo y estimulando los
osteoclastos en el remodelado 6seo.

e Factores de crecimiento y citoquinas que son proteinas reguladoras pequefas entre las
que se encuentran los factores de crecimiento insulino similes (IGF), el factor de
necrosis tumoral o (TNF-a), el factor transformante de crecimiento § (TGF-), los
factores de crecimiento derivados de las plaquetas (PDGF), las proteinas morfogénicas
oseas (BMP) y las interleuquinas (IL-1, IL-6).

La superficie externa del hueso esta recubierta por una capa de tejido conectivo denso
llamada periostio (excepto en las regiones donde se ubica el cartilago articular). Contiene vasos
sanguineos, fibras nerviosas, osteoblastos y osteoclastos. El periostio esta unido firmemente a la

3
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superficie cortical externa del hueso por fibras colagenas gruesas. La actividad del periostio es

importante para el crecimiento aposicional del hueso y la reparacién de fracturas [Clarke, 2008].
El endostio es una estructura membranosa que cubre la superficie interior del hueso

cortical, hueso trabecular, y los canales de los vasos sanguineos (de Havers y de Volkmann)

presentes en el hueso. Contiene vasos sanguineos, osteoblastos y osteoclastos [Clarke, 2008].

. 1. 2. Clasificacion del tejido dseo

El esqueleto adulto humano estad compuesto en un 80% por hueso cortical y en un 20%
por hueso trabecular. La proporcidn de hueso cortical y hueso trabecular varia dependiendo del
tipo de hueso y de las diferentes zonas dentro de un mismo hueso [Clarke, 2008].

l. 1. 2. A. Tejido 6seo cortical o compacto

El tejido dseo compacto no contiene cavidades, es el componente méas resistente del
hueso, se encuentra siempre en la parte externa, y forma la mayor parte de la diéfisis de los
huesos largos. Sus funciones son proporcionar proteccion y soporte, ofreciendo resistencia a la
tension causada por el peso y el movimiento. Este tejido estd compuesto principalmente por
unidades cilindricas llamadas osteonas o sistemas de Havers (Figura 1.1.2.A.1). Las osteonas
consisten en laminillas concéntricas de matriz 6sea mineralizada alrededor de un conducto
central, el conducto de Havers, que contiene vasos y nervios. Los osteocitos se ubican en
pequefios espacios alargados excavados en las laminillas llamados lagunas. Estas células
poseen numerosas prolongaciones finas que discurren por canales estrechos llamados
canaliculos que en general se disponen siguiendo un patrén radial con respecto al conducto. El
sistema de canaliculos se abre en el conducto de Havers y sirve para el intercambio de
sustancias entre los osteocitos y los vasos sanguineos. Entre las osteonas hay restos de
laminillas antiguas que reciben el nombre de laminillas intersticiales. El eje longitudinal de las
osteonas es paralelo al eje mayor del hueso. Otros sistemas de canales conductores de vasos,
los conductos de Volkmann, comunican los conductos de Havers entre si y con las superficies
externa (periostio) e interna (endostio) del hueso.
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Trabecular
Hueso
Compacto

Figura I.1.2.A.1 Esquema de la estructura del hueso cortical (Adaptado del libro “Principios
de Anatomia y Fisiologia”, Tortora).

l. 1. 2. B. Tejido 6seo trabecular o esponjoso.

Este tipo de hueso recibe su nombre por su aspecto. Siempre se encuentra localizado en
el interior del hueso, protegido por una capa de hueso compacto. Constituye la mayor parte los
huesos cortos, planos, e irregulares. Integra muchas de las epifisis de los huesos largos y
también se ubica alrededor de la cavidad medular de la diafisis de los mismos huesos. Al
contrario de lo observado en el hueso compacto, este tejido no contiene osteonas. El hueso
esponjoso tiene laminillas dispuestas en una red irregular de columnas delgadas que se
denominan trabéculas (frabéculas = pequefios rayos). Los espacios macroscopicos entre las
trabéculas hacen mas livianos a los huesos y pueden a veces llenarse con médula dsea roja
(huesos de la cadera, costillas, esternon, vértebras y epifisis de los huesos largos). Alli es donde
se produce la hematopoyesis en los adultos. Dentro de cada trabécula hay lagunas que
contienen osteocitos. Los canaliculos se irradian hacia fuera desde las lagunas. La nutricion de
estas células se produce por difusion desde la superficie cubierta por endostio a través de los
canaliculos comunicantes (Figura 1.1.2.B.1).
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Figura 1.1.2.B.1. Esquema de la estructura del hueso trabecular (Adaptado del libro
“Principios de Anatomia y Fisiologia”, Tortora).
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l. 1. 3. Tipos celulares presentes en el hueso

A continuacién, se describiran las células que forman parte del tejido 6seo asi como un
tipo celular de la médula 6sea que se aloja en algunos huesos. Existen cuatro tipos celulares en
el tejido dseo: osteoblastos, osteocitos, células del revestimiento 6seo y osteoclastos. Las
primeras tres derivan de un precursor comun llamado célula progenitora y cada una se
transforma de una forma inmadura en una forma mas madura en relacién con la actividad
funcional (crecimiento 0seo). Los osteoclastos tienen su origen en una linea celular diferente y
actlan en la resorcion dsea, una actividad relacionada con el remodelado de los huesos [Ross,
2007].

I. 1. 3. A. Células progenitoras de médula ésea.

Se conoce con el nombre de células progenitoras a un grupo especifico de células
indiferenciadas que tienen un potencial proliferativo elevado y que presentan dos caracteristicas
fundamentales: la habilidad de autorrenovarse, es decir de formar células idénticas a las células
originales; y la capacidad de generar uno o0 mas tipo celulares que desempefian funciones
especializadas en el organismo [Flores-Figueroa, 2006].

La potencialidad de estas células puede describirse con un modelo jerarquico (Figura
1.1.3.A.1). El oocito fertilizado o cigoto se compone de células totipotenciales por que tienen la
habilidad de formar todos los tejidos, tanto del embrién como de la placenta. Esto las ubica en la

base de la pirdmide. Las células progenitoras embrionarias son pluripotenciales, ya que pueden
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diferenciarse a casi cualquier tipo de célula de las tres capas germinales. Luego se encuentran
células multipotenciales como las células progenitoras de médula 6sea (CPMO) y las células
progenitoras derivadas de tejido adiposo, las cuales son capaces de diferenciarse a varios linajes
como cartilago, hueso, musculo y tejido adiposo (Figura 1.1.3.A. 2). En el vértice de este modelo
encontramos a las células unipotenciales que solo son capaces de producir su propio tipo celular
[Spencer, 2011].

En los ultimos afios, ha crecido notablemente el interés en las células progenitoras
obtenidas de diferentes tejidos generalmente desechados, como placenta o sangre de cordén
umbilical, ya que ademas de tener interés bioldgico no acarrean problemas éticos como las
celulas progenitoras embrionarias. En la actualidad, el estudio de las células progenitoras ha
estado enfocado tanto a la generacion de conocimientos basicos sobre su biologia, como a su
manipulacion in vitro para su posible aplicacion clinica.

En la médula 6sea se encuentran dos grupos de células progenitoras: las CPMO vy las
celulas progenitoras hematopoyéticas. Estas Ultimas han sido las mas estudiadas (desde los
afios ‘560), y en la actualidad se tiene un panorama bastante claro de su estructura y biologia. El
estudio de las células progenitoras mesenquimaticas comenzé en la década del 70 y estuvo
enfocado principalmente al conocimiento de su papel en la formacién del estroma

hematopoyético.

Células
Unipotentes

Células Multipotentes
Celulas Progenitoras
Meédula Osea (CEMO)

Células Pluripotentes

Células Progenitoras embrionarias

Células Totipotentes

Cigoto

Figura 1.1.3.A.1. Esquema jerarquico de la potencialidad de las células progenitoras.
[Traducido de Spencer, 2011]
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Figura I.1.3.A.2. Tejidos que pueden surgir a partir de CPMO [Adaptado de Oreffo, 2005].

I. 1, 3. B Células osteoprogenitoras.

Las células osteoprogenitoras derivan de las células progenitoras mesenquimaticas
pluripotentes de médula 6sea. Son parecidas a los fibroblastos, dado que poseen nucleos ovales
claros y citoplasma claro con limites irregulares. Durante la formacion del tejido dseo estas
células se dividen y diferencian a osteoblastos. Esto ocurre sobre todo durante la vida fetal y la
etapa de crecimiento, pero en la edad adulta se pueden observar en relacion con la reparacion

de fracturas [Geneser, 2006].

I. 1. 3. C. Osteoblastos

Los osteoblastos son las células formadoras de hueso; es decir, sintetizan y secretan
matriz dsea organica (fibras de coldgeno, proteoglucanos y moléculas pequefias como
osteocalcina, osteonectina, etc.). El osteoblasto también tiene a su cargo la mineralizacién de la
matriz [Geneser, 2006]. Al microscopio éptico, los osteoblastos se reconocen por su forma
cuboide o poliédrica y su distribucion monoestratificada en la superficie donde se esta formando
el tejido 6seo; el citoplasma contiene gran cantidad de fosfatasa alcalina, demostrable por

métodos histoquimicos, la cual tiene importancia en el proceso de mineralizacion.
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Los osteoblastos responden a estimulos mecanicos (entre otros) para mediar los
cambios en el crecimiento y remodelado de los huesos. A medida que se deposita la matriz
organica, el osteoblasto va quedando rodeado por ella; cuando queda incluido por completo
dentro de la matriz mineralizada, puede morir por apoptosis o convertirse en un osteocito. Otro
posible destino para el osteoblasto es convertirse en célula de revestimiento. Los osteoblastos
también regulan la diferenciacién y actividad de los osteoclastos. Asi, los osteoblastos junto con
los osteoclastos, juegan un papel importante en el recambio 6seo y en la homeostasis del calcio
[Tortora, 2011].

I. 1. 3. D. Osteocitos

Los osteocitos componen entre el 90 y 95% de todas las células en el hueso adulto y son
las células de vida media mas larga en el hueso [Dallas, 2010]. Como se vio antes, estas células
se originan a partir de osteoblastos que quedan atrapados dentro de las lagunas en la matriz
dsea recién sintetizada durante el proceso de formacion de hueso. Los osteocitos emiten finas
prolongaciones citoplasmaticas a través de los canaliculos que les permite comunicarse entre si,
con los osteoblastos y las células de revestimiento. Normalmente no expresan fosfatasa alcalina
pero si expresan osteocalcina, galectina-3, CD44 y el receptor de hialuronato; asi como también,
otras proteinas de matriz 6sea. Estas células son capaces de resorber la matriz adyacente a la
laguna en un proceso denominado ostedlisis osteocitica, y asi participar en la regulacion del
metabolismo fosfocalcico, mecanismo regulado por la secrecion de hormona paratiroidea (PTH).

Es posible que los osteocitos desempefien un papel importante en la comunicacién del
estado del tejido 6seo hacia la superficie, hacia las células de recubrimiento 6seo y también
hacia los osteoclastos. Tienen la capacidad para registrar diferencias de potencial que se
generan en relacidn con la deformacion mecéanica del hueso y, en consecuencia, es posible que
intervengan en el mantenimiento de la calidad del tejido 6seo mediante sefiales que emiten hacia
la superficie que pueden facilitar su remodelamiento [Geneser, 2006].

Los osteocitos pueden vivir por décadas. La presencia de una laguna vacia en un hueso
envejecido sugiere que el osteocito entrd en apoptosis, probablemente causado por la

interrupcion de las uniones estrechas o de las interacciones célula matriz.
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I. 1. 3. E. Osteoclastos

Los osteoclastos se forman a partir de células madre diferentes de la linea
osteoprogenitora de los osteoblastos y osteocitos. Surgen a partir de las células madre
hematopoyéticas que dan origen a los granulocitos y macréfagos (CFU-GM). Las células
progenitoras de osteoclastos llegan por sangre o por migracion directa desde la médula ésea al
tejido 6seo; alli se diferencian a preosteoclastos, que aun son mononucleados. Durante el
proceso de diferenciacion desde la célula madre hasta el estadio de preosteoclasto también hay
proliferacion. Finalmente, los preosteoclastos se fusionan y forman osteoclastos multinucleados
maduros.

Los osteoclastos son las células que degradan el hueso. Son células gigantes
multinucleadas de tamafio y forma muy variable. Por lo general contienen entre 5y 10 nucleos,
pero puede haber hasta 50 en una Unica célula. A menudo se localizan en las cavidades de la
superficie del hueso denominadas lagunas de Howship. La superficie del osteoclasto presenta un
borde festoneado compuesto por profundos plegamientos. El citoplasma contiene varios
complejos de Golgi, numerosas mitocondrias y suele estar muy vacuolado. Se ha demostrado
que muchas de las vacuolas son lisosomas primarios, los cuales dan reaccién positiva para
fosfatasa acida tartrato resistente (TRAP). La estimulacion de la resorcién dsea con hormona
paratiroidea estimula también la produccion y el transporte de lisosomas hacia el borde
festoneado; las enzimas lisosomales se vuelcan a un espacio, el espacio subosteoclastico
cerrado en la periferia por una zona anular, la zona de sellado. La membrana celular del
osteoclasto estd aqui firmemente unida a la matriz 6sea mediante moléculas de adhesién celular
incluidas en ella. El liquido extracelular del espacio subosteoclastico tiene un pH de alrededor de
4, que se alcanza por accion de una ATPasa localizada la membrana plasmatica del borde
festoneado, que bombea protones hacia él. De este modo se activan las enzimas lisosomales
que degradan la matriz 6sea organica mientras el liquido acido disuelve el mineral 6seo. El
bloqueo de la ATPasa que bombea protones, produce el bloqueo de la resorcion 6sea. En el
citoplasma, cerca del borde festoneado, se ha demostrado la presencia de la enzima anhidrasa
carbonica que cataliza la formacion de acido carbdnico a partir de anhidrido carbénico y agua,
tras lo cual se liberan los protones por disociacion del &cido carbdnico. Durante la degradacion
del tejido 0seo los osteoclastos son capaces de fagocitar los osteocitos, el colageno y el mineral.
Tras la finalizacion de la resorcion se cierra la superficie dsea libre con una linea de cemento que
se forma inmediatamente después y el osteoclasto con movimiento activo se desplaza con

rapidez sobre la superficie del hueso para comenzar una posible nueva resorcion.
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La osteoclastogénesis necesita dos citoquinas esenciales para producirse, el ligando del
receptor activador de NF-xB (RANKL) que al unirse a su receptor especifico (RANK) inicia la
diferenciacion y activacién de osteoclastos. EL RANKL es un miembro de la superfamilia de
factores de necrosis tumoral (TNF), se expresa en la superficie osteoblastica y actta al unirse al
receptor RANK expresado en la membrana de los precursores osteoclasticos. Existe un inhibidor
circulante llamado osteoprotegerina (OPG), el cual se puede unir al RANKL y neutralizar su
accién, regulando asi negativamente tanto la osteoclastogénesis como la activacion de
osteoclastos maduros. EI RANKL también actia sobre el osteoclasto maduro estimulando la
actividad resortiva influyendo sobre la organizacién del citoesqueleto. Otro factor requerido es el
factor estimulador de colonias macrofagicas, (M-CSF) el cual es producido por los osteoblastos y
promueve la proliferacion de precursores y la supervivencia de todos los miembros del linaje
osteoclastico, ejerciendo este efecto a través del receptor de tirosin quinasa (c-Fms). El
reclutamiento y la actividad de los osteoclastos es también estimulada por citoquinas secretadas
por osteoblastos, en especial IL-1, IL-6, IL-11. La estimulacién de la resorcion dsea es favorecida
indirectamente por la PTH, a través de su unidn a receptores especificos sobre los osteoblastos.
Los osteoclastos carecen de este recetor y tampoco expresan receptores para 1,25-
dihidroxicolecalciferol (vitamina D3 activa), como lo hacen los osteoblastos. Tras finalizar el

proceso de resorcion, el osteoclasto puede morir por apoptosis [Geneser, 2006]

I. 1. 3. F. Células de revestimiento 6seo

En las zonas en las que no se esta produciendo remodelado del tejido 6seo maduro las
superficies dseas estan revestidas por una capa de células derivadas de los osteoblastos
denominadas células de revestimiento 6seo. Estas son células aplanadas con citoplasma muy
delgado y escasas organelas mas alla de la region perinuclear. En las superficies externas del
hueso reciben el nombre de células peridsticas y las que tapizan las superficies internas con
frecuencia se denominan células endésticas. En los sitios en los que las prolongaciones de las
células de revestimiento 6seo entran en contacto entre si hay uniones de hendidura o nexos.
También se cree que intervienen en el mantenimiento y la nutricion de los osteocitos incluidos en
la matriz 6sea subyacente, y que regulan el movimiento del calcio y el fosfato desde la sangre
hacia el hueso y desde éste hacia la sangre. Se cree que esto es debido a la presencia de
prolongaciones citoplasmaticas de las células de revestimiento dseo que se extienden dentro de

los canaliculos de la matriz 6sea contigua y que se comunican a través de nexos con las
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prolongaciones de los osteocitos. En estos aspectos las células de revestimiento 6seo se

parecen un poco a los osteocitos.

I.1.4. A. Mineralizacion 6sea

Se denomina mineralizacién al depdsito de minerales en la matriz extracelular organica
del cartilago y tejido 6seo. Este proceso es regulado por los osteoblastos y comienza unos 20
dias después de que los osteoblastos formaron la matriz 6sea organica. En los sitios donde se
inicia la mineralizacion de hueso la concentracion local de iones Ca*2 y PO4 en la matriz debe
superar el nivel umbral normal; para esto la osteocalcina y otras sialoproteinas fijan Ca*?,
aumentando asi la concentracion local de este ion, lo que estimula a los osteoblastos a secretar
fosfatasa alcalina. La funcién de esta enzima es liberar iones PO43, que causan un aumento
local de pH hasta niveles basicos favoreciendo el deposito de Ca*2 al incrementar el producto de
solubilidad del fosfato de calcio. En esta etapa de concentraciones extracelulares altas de Ca*2y
PO43, los osteoblastos liberan pequefias vesiculas matriciales hacia la matriz dsea que
contienen fosfatasa alcalina y pirofosfatasa que escinden iones PO43 de otras moléculas de la
matriz; luego se produce la cristalizacion de Ca3(POs)2 en las vesiculas matriciales circundantes.
Los cristales de Ca3(PO4)2 inician la mineralizacion de la matriz por formacién y depdsito de
cristales de hidroxiapatita en la matriz que rodea a los osteoblastos. Una vez que han precipitado
los primeros cristales de hidroxiapatita, éstos crecen con rapidez hasta que se unen con los
cristales vecinos producidos alrededor de otras vesiculas.

En el tejido dseo recién formado se deposita alrededor del 80% del total del mineral al
cabo de 3-4 dias, lo que se denomina mineralizacion primaria. La mineralizacién completa tiene
lugar en la mineralizacion secundaria, luego de 3-4 meses durante los cuales los cristales de
hidroxiapatita crecen en tamafio por intercambio del agua ligada a los cristales por mineral
[Geneser, 2006; Ross, 2007].

l. 1. 4. B. Crecimiento, modelado y remodelado dseo

El hueso crece en largo, en ancho y sufre dos procesos: modelado y remodelado. El
crecimiento longitudinal y radial ocurre durante la nifiez y adolescencia. En particular, el
longitudinal se produce a partir de la placa de crecimiento, donde el cartilago prolifera hacia las
areas diafisarias de los huesos largos y luego se mineraliza. Durante todo el periodo de

desarrollo, ademas del crecimiento longitudinal, tiene lugar la modelacion de las superficies
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externas e internas del hueso, dado que se deposita y resorbe tejido 6seo en distintas zonas. El
modelado se caracteriza por el desacoplamiento en la actividad de los osteoblastos y
osteoclastos, existiendo un predominio osteoblastico. El influjo de formacién conduce al
incremento constante de masa dsea en el periodo de crecimiento hasta alcanzar un valor
maximo a los 20-25 afios (tamafio y forma esqueléticos definitivos) [Geneser, 2006].

El remodelado comienza en la primera infancia y continia durante toda la vida. Durante
el periodo de crecimiento el modelado ocurre en paralelo con el remodelado. El remodelado
dseo se caracteriza por el acoplamiento entre la actividad de los osteoblastos y los osteoclastos,
de modo tal que trabajan en conjunto como una unidad, donde la cantidad de tejido 6seo que se
resorbe es reemplazada por una cantidad equivalente de tejido 6seo recién formado. Gracias a
este proceso el hueso se renueva, mantiene su dureza y la homeostasis mineral, asi como
también previene la acumulacion de micro-dafios en este tejido. Este proceso esta compuesto
por cinco etapas secuenciales: activacion, resorcion, inversion, formacion y por ultimo
terminacion (Figura 1.1.4). Los sitios de remodelamiento a veces son seleccionados al azar pero
también son elegidos por areas que requieren reparacion [Clarke, 2008].

Las sefiales que inician la activacion pueden ser debidas tanto al dafio en la matriz 6sea,
como a hormonas. Por ejemplo, bajo condiciones basales los osteocitos secretan TGF-f el cual
inhibe la osteoclastogénesis; la apoptosis de los osteocitos por dafio éseo o inmovilizacién puede
disminuir los niveles circulantes de TGF- 3 y de esta forma favorecer la activacion osteoclastica.
Otra sefial involucrada en la activacion es el aumento de PTH debido a una disminucion de la
calcemia; la union de esta hormona a su receptor osteoblastico activa cascadas de sefializacion
las cuales producen y modulan la secrecibn de moléculas que reclutan precursores
osteoclasticos, inducen su diferenciacion y activacion, para asi establecer la resorcion dsea.

El levantamiento del endostio, que contienen las células de la superficie del hueso, da
lugar a la fusién de multiples células mononucleares para formar un osteoclasto multinuclear. Los
preosteoclastos se unen a la matriz 6sea via receptores de integrinas de la membrana celular y
péptidos RGD (arginina, glicina y aspartico) los cuales se encuentran en la matriz proteica. De
esta manera se forma un compartimento sellado alrededor de la zona de remodelado dseo por
debajo del osteoclasto. La resorcion ésea mediada por osteoclastos tarda aproximadamente de 2
a 4 semanas durante cada ciclo de remodelado. La formacion, activacion y resorcion
osteoclastica esta regulada por la relacion entre el RANKL, la osteoprotegerina (OPG), IL-1, IL-6,
M-CSF, PTH, 1,25-dihidroxi vitamina D y calcitonina. Durante la fase de inversion, ocurre la
transicion entre la resorcion y la formacion. Cuando se completd la remocion, la cavidad

removida contiene células mononucleares, monocitos, osteocitos liberados de la matriz dsea y
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preosteoblastos, los cuales fueron reclutados para la formacion de hueso nuevo [Clarke, 2008].
Las sefiales de acoplamiento que unen la resorcion dsea con el comienzo de la formacién de
hueso, no se conocen completamente. Las moléculas que podrian estar implicadas en este
proceso son: factores derivados de la matriz del hueso tales como TGF-B, IGF-1, IGF-2, BMP o
factor de crecimiento de fibroblastos. La formacién de hueso toma aproximadamente de 4 a 6
meses en completarse; durante este proceso los osteoblastos sintetizan nueva matriz organica
de colageno y regulan la mineralizacién de la matriz. Cuando la cantidad de hueso resorbido es
equivalente a la de hueso nuevo, el ciclo de remodelado concluye. El balance dseo es el
equilibrio entre el hueso viejo resorbido y la formacion de hueso nuevo. El proceso de
remodelacion es esencialmente el mismo en el hueso cortical y trabecular.

La tasa de recambio 6seo cortical en adultos es relativamente baja (2 al 3% por afio)
pero es suficiente para mantener la resistencia biomecanica del hueso; mientras que en el hueso
trabecular es mas alta de lo necesario para el mantenimiento de la resistencia mecanica,
indicando que el recambio dseo trabecular es mas importante para el metabolismo mineral
[Clarke, 2008; Raggatt, 2010].

B) Resorcién

=

C) Inversion
E) Terminacién D) Formacion

P K

M Osteoclasto - Osteoblasto Osteocito

Osteocito @ Célulade . f Microfractura
Apoptético ~ Revestimiento Oseo

N

A) Activacion

5

¥
Py

ar

Figural. 1. 4. Remodelado 6seo (Adaptado de Henriksen, 2009).
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l. 1. 5. Factores de transcripcion implicados en la diferenciacion de CPMO.
l. 1. 5. A. Diferenciacion osteoblastica

Runx2, también llamado factor de unién nuclear alfa (CBFA1), leucemia mieloide aguda
3 (AML3) y factor especifico de osteoblastos (OSF2), es un factor de transcripcién que pertenece
a la superfamilia de proteinas con dominio homologo runt, contiene un dominio N-terminal rico en
glutamina y alanina y un dominio C-terminal rico en prolina/serina/treonina. Runx2 se expresa en
células que todavia mantienen capacidad para diferenciarse en osteoblastos o condroblastos, asi
como también se expresa en condrocitos hipertréficos, odontoblastos y ameloblastos.

Estudios in vivo e in vitro demostraron el rol esencial de este factor en la diferenciacion
osteoblastica, produccion de matriz y mineralizacion durante la formacion de hueso, dado que
controla la expresion de la mayoria de los genes que codifican para las proteinas de la matriz
6sea como por ejemplo: colageno tipo | (col 1), fosfatasa alcalina 6sea (FALo) y osteocalcina
(OC). Sin embargo, no es esencial para mantener la expresion de los genes de osteoblastos
maduros y necesita ser suprimido para la formacién de hueso maduro [Liu, 2013; Dalle
Carbonare, 2012] (Figura 1.1.5.A).

Runx?2 Runx2 Runx2

Runx2

Célula | _ Osteoblasto |  Osteoblasto

CPMO . . ; ;
osteoprogenitora inmaduro maduro

> Osteocito

Figura I. 1. 5. A. Estadios celulares en la diferenciacion de CPMO hacia osteoblastos.

(Adaptado de Liu, 2013). = Significa activacion y --| significa inhibicion.

I. 1. 5. B. Diferenciacion adipocitica

El receptor PPARy es miembro de la superfamilia de receptores hormonales nucleares-
factores de transcripcion; al ser activado forma heterodimeros funcionales y recluta factores para
activar la transcripcién de genes diana. Muchos compuestos sintéticos y compuestos lipofilicos
naturales han sido identificados como agonistas del PPARYy, incluyendo a las tiazolidinedionas
(TZD), 15- desoxi-A'214 prostaglandina Jo, &cidos grasos poliinsaturados y componentes de las

particulas de lipoproteinas de baja densidad (LDL).
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PPARy regula la formacion de diversos procesos metabdlicos como: adipogénesis,
metabolismo lipidico, sensibilidad a la insulina e inflamacién; también se encuentra involucrado
en patologias como la diabetes, obesidad y aterosclerosis. Su importancia se acentta por el uso
de TZD como rosiglitazona y pioglitazona, los cuales son drogas empleadas en el tratamiento de
la insulino resistencia y la diabetes tipo 2. Ademas, es un regulador metabdlico para el destino de
las células progenitoras, tanto del linaje mesenquimatico como hematopoyético, dado que una
vez activado, la célula se va a diferenciar al fenotipo adipocitico en detrimento de la

diferenciacion osteoblastica (Figura I. 1..5. B).
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Figura I. 1. 5. B. Funcién del PPARY en la diferenciacién de CPMO y de CPH. (Adaptado
de Wan Y, 2010). - Significa activacion y --| significa inhibicion.
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l. 2.1. Diabetes

En septiembre del 2012 fue reportado que 347 millones de personas sufren de diabetes.
Este es un grupo de enfermedades metabolicas caracterizadas por hiperglucemia, resultado de
defectos en la secrecion de insulina, su accién, o en ambas. La hiperglucemia crénica esta
asociada con el deterioro de varios 6rganos y dafio a largo plazo, especialmente de 0jos,
rifiones, nervios, corazon y vasos sanguineos [Diagnosis and classification of diabetes mellitus
2013].

Diversos procesos patologicos estan involucrados en el desarrollo de la diabetes. Estos
abarcan desde la destruccion autoinmune de células B del pancreas (con la consecuente
deficiencia en la secrecion de insulina) hasta anormalidades en el metabolismo de azucares,
grasas y proteinas, resultantes de la resistencia a la accion de la insulina en sus 6rganos blanco.

Los sintomas de la hiperglucemia incluyen poliuria, polidipsia, polifagia y algunas veces
pérdida de peso y vision borrosa. La hiperglucemia cronica a veces incrementa la susceptibilidad
a ciertas infecciones. La cetoacidosis y el sindrome hiperosmolar no cetdsico que ocurren en los
casos de diabetes no controlada, son de alta gravedad, y comprometen la vida del paciente.

Los pacientes diabéticos tienen alta incidencia de aterosclerosis y sus consecuencias
clinicas mas importantes son: infarto agudo de miocardio, accidente cerebrovascular y accidente
vascular periférico. También pueden padecer hipertension y anormalidades en el metabolismo de

las lipoproteinas.

l. 2.1. Clasificacion de la Diabetes mellitus

l. 2. 1. A. Diabetes mellitus tipo 1:

Inmunomediada. Corresponde entre 5-10% de los pacientes diabéticos, los cuales
presentan destruccién autoinmune de las células  del pancreas. La diabetes autoinmune se
presenta mayoritariamente en la nifiez y adolescencia, pero puede ocurrir a cualquier edad, aun
en la octava o novena década de vida. En el suero de estos pacientes se pueden encontrar
marcadores de destruccion autoinmune como por ejemplo autoanticuerpos contra células del
islote, insulina y decarboxilasa del &cido glutdmico (GAD), tirosina-fosfatasas I1A-2 y 1A-2.
También esta enfermedad tiene una asociacion alta con el complejo mayor de

histocompatibilidad (CMH) donde ciertos alelos pueden ser predisponentes o bien, protectores.
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La tasa de destruccion de las células B es muy variable, siendo rapida en algunos
individuos (principalmente en lactantes y nifios) y lenta en otros (principalmente adultos).
Algunos pacientes, particularmente nifios y adolescentes, presentan como primera manifestacién
cetoacidosis; mientras que otros tienen una leve hiperglucemia en ayunas que puede cambiar
rapidamente a hiperglucemia severa y/o cetoacidosis ante la presencia de algun tipo de estrés.
En adultos, se puede dar el caso de que mantengan una funcionalidad suficiente de las células B
como para prevenir la cetoacidosis por varios afos. Los pacientes con este tipo de diabetes
raramente padecen obesidad, aunque no es incompatible con el diagndstico.

Idiopética. Algunas formas de la diabetes mellitus tipo 1 tienen etiologias desconocidas.
Los pacientes tienen insulinopenia permanente y son propensos a sufrir cetoacidosis, pero no
tienen evidencia de destruccion autoinmune de las células 3 del pancreas. Solo una minoria de
pacientes esta dentro de esta categoria, y dentro de los que la padecen se encontro que son de
ascendencia africana o asiatica. Esta forma de diabetes es altamente hereditaria.

l. 2. 1. B. Diabetes mellitus tipo 2:

Este tipo de diabetes afecta al 90-95% de los pacientes diabéticos, previamente se la
conocia como diabetes no dependiente de insulina o diabetes del adulto, abarca individuos que
presentan resistencia a la insulina y por lo general tienen relativa (no absoluta) deficiencia de
insulina. Existen muchas causas diferentes para este tipo de diabetes, aunque la etiologia
especifica no se conoce, se sabe que no hay destruccion de las células B del pancreas. La
mayoria de estos pacientes presentan obesidad, y la obesidad por si misma causa resistencia a
la insulina, aunque no es comun que sufran cetoacidosis y, en caso de padecerla, suele darse
debido al estrés ocasionado por otra enfermedad como puede ser en el caso de una infeccion.
Inicialmente, y a menudo a lo largo de toda la vida, no es necesario el tratamiento con insulina.

Este tipo de diabetes suele permanecer por afios sin ser diagnosticada debido a que la
hiperglucemia se desarrolla gradualmente y en los primeros estadios es leve, de modo que el
paciente no nota los sintomas clésicos de la enfermedad. De todos modos, estos pacientes
tienen un alto riesgo de padecer complicaciones macro- y micro-vasculares. Dependiendo del
estadio de la enfermedad, los pacientes con este tipo de diabetes pueden tener niveles de
insulina bajos, normales o elevados (aunque siempre menores a los que se esperarian por los

altos niveles de glucemia que presentan). De este modo, la secrecidn de insulina es deficiente en
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estos pacientes e insuficiente para compensar la resistencia a la insulina, la cual puede mejorar
con la reduccion del peso corporal y/o tratamiento farmacoldgico de la hiperglucemia.

El riesgo de desarrollar este tipo de diabetes aumenta con la edad, obesidad y falta de
actividad fisica. La enfermedad se da con mas frecuencia en mujeres que previamente hayan
padecido diabetes mellitus gestacional y en individuos con hipertension o dislipemia. La
frecuencia de la diabetes mellitus tipo 2 también depende de la etnia. A menudo esta asociada
con una gran predisposicidn genética, mas que en el caso de la diabetes mellitus tipo 1
inmunomediada. No obstante, la genética de este tipo de diabetes es compleja y no esta
claramente definida.

l. 2. 2. Complicaciones de la Diabetes

l. 2. 2. A. Complicaciones Agudas

Los pacientes con diabetes mellitus tipo 1 son vulnerables a sufrir tanto
descompensaciones metabdlicas hiperglucémicas graves (cetoacidosis) como episodios
hipoglucémicos (debidos al tratamiento con insulina). La cetoacidosis se encuentra favorecida
por la deficiencia de insulina acoplada con incrementos de glucagén (dado que no se encuentra
contrabalanceado) lo que provoca en primer lugar hiperglucemia, como asi también aumento de
la lipdlisis con la consecuente oferta de &cidos grasos libres al higado para su oxidacién a
cuerpos cetonicos (acido acetoacético, Bhidroxibutirico y acetona) que pueden ser utilizados por
las células como fuente de energia supliendo la imposibilidad del consumo de glucosa. La
cantidad de cuerpos ceténicos producidos supera la capacidad de su oxidacion celular y su
acumulacion en la sangre desencadena acidosis y agravamiento de la hiperosmolaridad.

En el caso de diabetes mellitus tipo 2, los pacientes descompensados pueden presentar
coma hiperosmolar no cetosico, debido a una deshidratacion severa a causa de la diuresis

hiperglucémica.

. 2. 2. B. Complicaciones Crénicas

Las complicaciones a largo plazo son las mismas para diabetes mellitus tipo 1 y tipo 2, y
son las principales causas de morbilidad y mortalidad. A continuacion, se amplian aspectos de
las diversas complicaciones, profundizando en las alteraciones dseas dado que se relaciona

directamente con el tema del presente trabajo de tesis.
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Macroangiopatia. Se denomina asi, al dafio que la diabetes va produciendo en los vasos
de mediano y grueso calibre. En la diabetes se producen una serie de trastornos que, de
diferentes maneras, van dafiando el endotelio vascular y llegan a producir una placa de ateroma
(depésito en la tunica intima de colesterol, tejido fibroso, miocitos y células inflamatorias) que
puede llegar a obstruir la luz del vaso haciendo que el flujo sanguineo se reduzca,
comprometiendo la circulaciéon de los érganos irrigados. Ademas, estas placas de ateroma
pueden ulcerarse formandose rapidamente un trombo sobre ellas, pudiendo obstruir el vaso (o
una de sus ramificaciones) completamente y de forma repentina, dando lugar a un infarto agudo
de miocardio si afecta a las arterias coronarias, 0 a un accidente cerebro-vascular si afecta a
alguna de las arterias que irrigan el encéfalo.

Microangiopatia. En la diabetes se produce un engrosamiento de la membrana basal de
los capilares, con o sin alteraciones del endotelio y/o pérdida de pericitos. También se sabe que
los capilares diabéticos son mas permeables a las proteinas plasmaticas. La microangiopatia
diabética produce retinopatia, neuropatia, en donde se ven afectados tanto el sistema nervioso
central como periférico comprometiendo en este caso a los miembros inferiores principalmente, y
nefropatia diabética.

Alteraciones dseas. Este tipo de complicacion, junto con las alteraciones articulares y el
pie diabético entran dentro de la clasificacién de complicaciones mixtas, en las cuales se
interrelacionan disfunciones micro- y macrovasculares. Se ampliara con mayor profundidad en la

seccion diabetes y hueso.

l. 2. 3. Mecanismos de patogenicidad de la diabetes

En estudios clinicos, como el DCCT (Diabetes Control and Complications Trial) y UKPDS
(United Kingdom Prospective Diabetes Study) [DCCT, 1986; UKPDS, 1998], se ha identificado a
la hiperglucemia como uno de los factores de riesgo involucrado en el desarrollo de las
complicaciones vasculares de la diabetes mellitus. Existen varias hipotesis para explicar el origen
de dichas complicaciones, entre ellas:
e hipotesis de los productos de glicacion avanzada (AGEs, advanced glycation —
end products) [Vlassara H., 1997];
e viade los polioles [Hotta N., 1995];
e estrés oxidativo [Baynes J.W., 1991];
e estrés reductor o pseudohipoxia [Williamson J.R., 1993];

¢ hipoxia verdadera [Cameron N.E., 1997];
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estrés carbonilico [Lyons, 1997],

alteraciones en el metabolismo de las proteinas [Witztum, 1997];

aumento de la actividad de la proteina-quinasa C (PKC) [Ishii, 1998]

modificaciones en la actividad de factores de crecimiento [Pfeiffer, 1995] o
citoquinas [Sharma, 1997];
e via de las hexosaminas [Kolm-Litty, 1998].

Estas hipotesis se superponen unas con otras; asi la formacion de AGEs y la
acumulacion de polioles pueden provocar estrés oxidativo, el cual a su vez puede acelerar la
formacion de AGEs. Por otro lado, el estrés reductor puede activar la PKC; los AGEs pueden
inducir la expresidn de citoquinas y factores de crecimiento. En esta tesis se va a profundizar la

hipotesis del aumento de AGEs y como éstos contribuyen con la patologia diabética.

. 2. 3. A. Productos de glicacion avanzada - AGEs

La glicacién no enzimatica es una reaccién inevitable entre azlcares reductores y
proteinas que se producen en todos los sistemas vivos. Louis Camille Maillard fue el primero en
ver lo que ocurria mientras se calentaba una mezcla de azucares reductores y aminoacidos. Esta
reaccion se denomina pardeamiento no enzimatico, y posteriormente se la llamo reaccion de
Maillard. Si bien la reaccién es lenta, es muy dinamica en la naturaleza, y se inicia con la
formacion de la base de Schiff inestable, que se somete a una serie de reacciones que conducen
a la formacién de moléculas heterogéneas llamados productos finales de glicacién avanzada o
AGEs. La formacion de AGEs afecta principalmente a proteinas de larga vida media, como el
colageno [Forbes, 2005], al cual se le agregan enlaces cruzados intramoleculares e
intermoleculares como resultado del proceso de glicacion, lo que conduce a alteraciones
estructurales. Otras proteinas de vida media larga que sufren glicacion son la mielina, tubulina,
activador del plasmindgeno 1y el fibrindgeno [Vlaasara, 1996].

Los AGEs se acumulan en el cuerpo debido a la glicacion in vivo, asi como a través de la
ingesta de AGEs exogenos, que estan formadas principalmente debido a un sobrecalentamiento
de los alimentos y bebidas. La ingestion crénica de los AGEs exdgenos promueve la resistencia
a lainsulina y a la diabetes por regulacion negativa del receptor anti-AGE-1 (AGER1), sirtuin 1y
regulacion positiva de los receptores de AGE (RAGE) [Cai, 2012)].

En condiciones de hiperglucemia o estrés oxidativo, la formacion de AGEs aumenta
considerablemente [Jay, 2006], y se ha descripto previamente que las personas diabéticas tienen

concentraciones séricas de AGEs mas altas que los individuos no diabéticos [Sharp, 2003]. Se
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ha demostrado que la mayor acumulacion de estos productos causa dafio celular en varios
niveles: (i) altera la estructura y funcién de la proteina, (i) produce la agregacién de proteinas,
formacion de fibrillas, y resistencia a las proteasas, (iii) sefializacion a través de la interaccién

con el RAGE, y (iv) la disfuncion de la matriz extracelular [Kulkarni, 2013].

. 2. 3. B. Interaccion entre AGE y su receptor (RAGE)

Los AGEs formados en el plasma interactian con sus receptores (RAGE) y activan
respuestas proinflamatorias. Los RAGE son receptores de la superfamilia de las
inmunoglobulinas que participan en el sistema inmune innato, pueden estar unidos a la superficie
celular o ser solubles. Estas proteinas son receptores de reconocimiento de patrones
multiligando, con capacidad de unirse a transductores de sefiales de estrés celular. Los ligandos
de RAGE incluyen AGE, HMGB1 (high mobility group box-1, anfoterina), proteinas S100, (-
amiloide, etc. Ademas, el RAGE activa la produccion de moléculas proinflamatorias
estableciendo una relacion entre la inflamacién y la patogénesis de diversas enfermedades. La
unién AGE- RAGE induce la produccién de ROS via NADPH oxidasa y varias cascadas de
sefalizacion intracelulares incluyendo ERK1 / 2 MAPK, JAK / STAT, SAPK / JNK MAPK, Akt,
rhoGTPasa, Pl3kinasa, caspasa-3/7, TGF-B-Smad, p21waf, p21ras, y cdcd42/rac. Muchas de
estas vias de sefializacion resultan en la activacion del factor de transcripcién NF-kB

(preferentemente heterodimero p50/p65) y Sp1.

l. 2. 4. Diabetes mellitus y hueso

La diabetes mellitus y la osteoporosis son dos patologias muy comunes y su prevalencia
estd en continuo aumento. La osteoporosis esta caracterizada por una disminucion en la
fortaleza y un incremento de fracturas causadas por traumas minimos [Van Staa T.P., 2004].
Tanto la diabetes como la osteoporosis aumentan con el envejecimiento, asociandose las
fracturas osteoporéticas con una mayor morbilidad, mortalidad y reduccion de la calidad de vida
[Johnell, 2004]. Estas patologias eran estudiadas como enfermedades aisladas, pero numerosas
investigaciones han demostrado que hay una asociacion entre la diabetes y el riesgo de fracturas
concluyendo que la diabetes es un factor de riesgo de osteoporosis [Janghorbani, 2007,
Montagnani, 2013]. Como predictor de fracturas se utiliza la técnica de absorcion de rayos X de
energia dual (DEXA) la cual determina la densidad mineral 6sea (DMO), que si bien es muy util,

no permite analizar todos los aspectos de la calidad 6sea. Se ha visto que tanto hombres como
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mujeres diabéticos tienen incrementado el riesgo de fractura de cadera, especificamente de
cuello femoral, comparado con personas sanas (incremento de 18 % en hombres y 11% en
mujeres). En el primer afio posterior a la fractura hay un aumento del 20% de mortalidad y se
estima que el 50% no recuperara el nivel de funcidn articular previo [Lipscombe, 2007]. Teniendo
en cuenta la relacidn entre diabetes y osteoporosis, en esta tesis, se direccioné el estudio hacia
la calidad 6sea del cuello femoral de ratas diabéticas.

En ambos tipos de diabetes el hueso presenta frecuentemente alteraciones en su
microarquitectura y en su capacidad de formacion, lo cual se suele traducir en una menor calidad
Osea. La diabetes mellitus puede afectar el hueso de multiples maneras, y entre estos factores
se incluyen: obesidad, cambios en los niveles de insulina, concentraciones altas de productos de
glicacion avanzada sobre proteinas de matriz extracelular y proteinas intracelulares, alta
excrecion urinaria de calcio junto con mala absorcion intestinal, respuesta inapropiada a la
secrecion de hormona paratiroidea (PTH), alteraciones en la regulacion de la vitamina D, funcion
renal disminuida, bajos niveles del factor de crecimiento simil insulina, microangiopatias e

inflamacién [Isidro, 2010].

l. 2. 4. A. Densidad mineral 6sea y Diabetes mellitus tipo 1

En las ultimas dos décadas, varios estudios han demostrado que la osteopenia y la
osteoporosis son complicaciones frecuentes en pacientes con DM tipo 1, tanto en nifios como en
adultos. La DMO parece estar disminuida tanto a nivel de la columna vertebral como en la
cadera. Utilizando DEXA se ha encontrado que un 50-60% de pacientes con DM tipo 1 presentan
osteopenia, mientras que alrededor de un 14-20% de dichos pacientes tienen osteoporosis
[Kayath, 1998; Kemink, 2000]. Algunos autores sugieren que la disminucion en la DMO (es decir,
la osteopenia u osteoporosis) podria deberse al hecho de que no se alcance el pico de masa
dsea en la pubertad. Sin embargo, se han encontrado niveles disminuidos de DMO aun en
pacientes que han desarrollado DM luego de alcanzar el pico de masa ésea [Tuominen, 1999].

La relacion entre DMO vy el grado de control de la glucemia es poco clara [Heap, 2004].
Diversos autores proponen que la terapia con insulina y el logro de un buen control metabdlico
son determinantes para un aumento en la formacion de matriz dsea, acoplado con una
disminucion en la resorcién, lo que determinaria un balance positivo en el remodelado 6seo
[Bonfanti, 1997].
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l. 2. 4. B Densidad mineral 6sea y Diabetes mellitus tipo 2

Pacientes con diabetes mellitus tipo 2 presentan valores de DMO normales o
aumentados, pero a pesar de esto tienen incrementado el riesgo de fracturas [Lipscombe L.,
2007]. Se han encontrado anormalidades estructurales; por ejemplo, en el radio se observd un
aumento del 10% en el volumen trabecular adyacente a la corteza, y un adelgazamiento de las
trabéculas en las tibias. Sin embargo, la porosidad del hueso cortical del radio fue mayor en
pacientes diabéticos que en pacientes sanos, defectos que podria disminuir la dureza dsea
[Burghardt A., 2012]. También se ha reportado que disminuye el recambio dseo en pacientes con
DM tipo 2, debido a una disminucién tanto en la formacion como en la resorcion [Achemlal,
2005]. Los mecanismos implicados detras de estos cambios dseos pueden ser diferente entre los
pacientes diabéticos y podrian estar afectados por la obesidad, complicaciones diabéticas, edad,
duracion de la diabetes, co-morbilidades y hasta incluso la medicacion empleada en el
tratamiento de la diabetes, siendo el mejor ejemplo de esto Ultimo el efecto del antidiabético
tiazolidinediona como se verd mas adelante.

Si bien la evaluacién de la DMO ha sido la forma méas efectiva de evaluar el riesgo de
fracturas en personas con osteoporosis, no es util dicho indice por lo que se ha descripto
anteriormente para la evaluacion del riesgo de fracturas en pacientes diabéticos. Por eso resulta
necesario encontrar otros marcadores de diagnostico, como la pentosidina (un producto de
glicacién avanzada). Varios estudios han revelado que el contenido de pentosidina en el hueso
cortical o trabecular de vértebras o fémures se relacion6 negativamente con las propiedades
mecanicas [Hernandez, 2005; Wang X., 2002; Viguet-Carrin, 2006], y que la cantidad de
pentosidina presente en hueso cortical o trabecular proveniente de pacientes diabéticos con
fractura de cuello femoral fueron mayores que en individuos controles de la misma edad [Saito,
2006]. No obstante, la medida de contenido de pentosidina, no es algo facil de realizar, ya que
implica la realizacién de procedimientos invasivos como una biopsia 6sea. Sin embargo,
recientemente un estudio reveld que el contenido de pentosidina en plasma correlaciona
linealmente con el contenido de esta sustancia en el hueso cortical [Odetti, 2005], sugiriendo que

el mismo puede ser usado como marcador para evaluar la resistencia 6sea en forma indirecta.

. 2. 4. C. Patofisiologia del mayor riesgo de fracturas en la Diabetes mellitus

Como se enumerd anteriormente, existen varios factores que podrian contribuir al mayor

riesgo de fracturas 6seas. Los AGEs, son compuestos que se forman normalmente con la edad,
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pero en pacientes diabéticos se acumulan aceleradamente. El proceso de recambio 6seo puede
ser influenciado y alterado por modificaciones que los AGEs provocan en las proteinas del
hueso. Nuestro grupo ha estudiado el efecto que los AGEs provocan en cultivos de células
dseas, encontrando que:

e La acumulacién de AGEs sobre la matriz extracelular, asi como el agregado de
proteinas solubles modificadas por AGEs a cultivos de osteoblastos, inicialmente estimulan la
proliferacion celular. Sin embargo, incubaciones a largo plazo inhiben la diferenciacion
(expresion de FAL y secrecion de colageno tipo 1) en forma dependiente de la dosis [McCarthy,
1997; McCarthy, 2001]. Por otro lado, la glicacion de la FAL induce una inhibicién de su actividad
[McCarthy, 1999].

e El colageno modificado por AGEs es capaz de afectar la proliferacion y
diferenciacion de los osteoblastos inhibiendo la actividad de FAL y la formacién de nddulos de
mineralizacién. También se ha demostrado que la acumulacion de AGEs sobre el colageno
altera las interacciones celulares con la matriz extracelular mediada por integrinas [McCarthy,
2004].

e Los efectos mencionados podrian estar mediados a través del sistema de los
factores de crecimiento insulino-similes (IGFs) y sus proteinas ligadoras por un mecanismo
autocrino-paracrino [McCarthy, 2001], e involucrar diversas vias de transduccion de sefiales
como las ERK [Cortizo, 2003] y el estrés oxidativo intracelular (induccion de ROS y NO)
[McCarthy, 2001].

Otros autores encontraron que la osteocalcina puede ser glicada, lo que alteraria su
afinidad por la hidroxiapatita y jugaria un rol en la patogénesis de la osteoporosis y osteopenia
presente en la diabetes [Gundberg, 1986]. Se sabe ademas, que los enlaces cruzados de las
moléculas de colageno, juegan un rol critico en la determinacion de la resistencia ¢sea [Saito,
2010]. Los enlaces entrecruzados de las moléculas de colageno que se forman
espontaneamente por glicacion no enzimatica (AGEs) otorgan fragilidad a las fibras de colageno
[Garnero, 2006; Vashishth, 2007], mientras que los entrecruzamientos fisioldgicos (enzimaticos)
fortalecen los vinculos entre las fibras de colageno y confieren asi resistencia 6sea [Wang, 2002;
Banse, 2002]. En un modelo de ratas diabéticas se encontrd que hubo una disminucién de los
enlaces entrecruzados de colageno formados enzimaticamente y se detecté un incremento en el
entrecruzamiento generado por AGEs, lo que resultd en un deterioro sobre la resistencia dsea,
sin afectar el indice de DMO [Saito, 2006].
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l. 2. 5. Tratamiento de la Diabetes mellitus tipo 2

Existen varios tratamientos para la diabetes mellitus tipo 2, pero en esta seccidn se hara

referencia solo a las drogas utilizadas en este trabajo de Tesis.

l. 2. 5. A. Metformina

La metformina es una de las principales drogas utilizadas en el tratamiento de la
diabetes tipo 2, siendo una de las mas prescriptas en todo el mundo [Gong, 2012]. Desde el
punto de vista quimico es una biguanida, cuya accion farmacoldgica es disminuir los niveles
basales y posprandiales de glucosa plasmatica. Posee otros beneficios adicionales como
reduccion del peso corporal, disminucion de los niveles plasmaticos de lipidos y prevencion de
las complicaciones cardiovasculares, y es bien tolerada en la mayoria de los pacientes. La
metformina también estd recomendada para otras patologias como el sindrome de ovario
poliquistico y el sindrome metabdlico. Sin embargo, el control glucémico mediado por la
metformina es muy variable: algunos pacientes responden extremadamente bien mientras que
otros no presentan beneficios demostrables. Por este motivo, puede indicarse en monoterapia o
en combinacion con otros agentes antidiabéticos incluyendo sulfonilureas, inhibidores de la a-
glucosidasa, insulina, tiazolidinedionas e inhibidores de la DPP-4 asi como también agonistas de
la GLP-1.

Farmacocinética

La metformina se administra por via oral, siendo su absorcion lenta e incompleta
principalmente en el intestino delgado. Después de su absorcion gastrointestinal, se distribuye
rapidamente a los tejidos corporales periféricos, incluyendo intestino, higado y rifién utilizando
transportadores de cationes organicos [Graham, 2011], debido a que practicamente no se une a
las proteinas plasmaticas. El estado estacionario suele alcanzarse al cabo de uno o dos dias.
Tiene una biodisponibilidad del 50 al 60% y la concentracidn méaxima en el plasma sanguineo
(Cmax) se observa entre 2 y 4 horas después de su administracion [Bristol-Myers Squibb. U.S.
Food and Drug Administration, 2009]. No es metabolizada en el higado o el tracto gastrointestinal
y es excretada sin cambios en su estructura quimica en la orina, siendo su vida media
aproximadamente de 5 h. La secrecidn tubular activa en rifion es la principal ruta de eliminacién
de la metformina. Hay un gran intervalo de variabilidad en la farmacocinética de la metformina y

las concentraciones plasmaticas pueden variar desde 54 a 4133 ng/ml [Christensen, 2011].
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Farmacodinamia

Esta droga actua principalmente suprimiendo la produccion excesiva de glucosa
hepatica, a través de la reduccién en la gluconeogénesis. Otros efectos incluyen incrementar la
captacion de glucosa en el higado, incrementar la sefializacion de la insulina, disminuir la
sintesis de &cidos grasos vy triglicéridos e incrementar la -oxidacion; también incrementa la
utilizacién periférica de glucosa, reduce la ingesta de glucosa y la absorcion de glucosa
intestinal. Como la metformina no estimula la secrecién de insulina, no causa hipoglucemia o
hiperinsulinemia como lo hacen otras drogas antidiabéticas.

Los mecanismos moleculares por los cuales la metformina ejerce su acciéon son
complejos. Se sabe que la metformina induce la activacion / fosforilacion de la proteina AMP
kinasa (AMPK) en el higado, la cual lleva a la accion de diversos efectos farmacolégicos como la
inhibicion de la sintesis de glucosa y lipidos. Se ha demostrado que la metformina inhibe la
gluconeogeénesis hepatica a través de la regulacion del receptor nuclear huérfano SHP, pero la
reduccion en la gluconeogénesis puede ocurrir de dos maneras, AMPK- dependiente y AMPK-
independiente. Aunque no se conoce el blanco directo de la metformina, se sabe que ésta inhibe
el complejo mitocondrial | de la cadena respiratoria, lo cual produce un aumento de la relacién
celular AMP/ATP, lo cual puede activar la enzima AMPK. AMPK es el mejor regulador del
metabolismo de los lipidos y la glucosa; la AMPK activada fosforila e inhibe a la HMG-CoA
reductasa (sintesis de colesterol), MTOR (sefializacion de la insulina); ACC-2; ACC; glicerol 3-
fosfato aciltransferasa (sintesis de acidos grasos y triglicéridos) y la proteina que se une al
elemento de respuesta a carbohidratos [Gong, 2012]. Finalmente, en el musculo esquelético la
activacion de la AMPK resulta en un incremento del consumo de glucosa por aumento de
GLUTA4.

Resumiendo, el principal efecto farmacolégico de la activacion de la AMPK en el higado
incluye la oxidacion de acidos grasos, con la inhibicidn de la sintesis de colesterol y triglicéridos.
Mientras que los efectos periféricos incluyen la estimulacion de la oxidacién de acidos grasos y el
consumo de glucosa por el musculo esquelético asi como también el incremento sistémico de la

sensibilidad a la insulina.

Metformina y salud dsea

En estudios realizados en cultivos de osteoblastos, la metformina fue capaz de revertir
los efectos deletéreos de los AGEs [Schurman L, 2008]. Asi mismo, estudios en animales
mostraron que la metformina tiene efectos positivos en la diferenciacion osteoblastica

incrementando la actividad de Runx2, y efectos negativos en la diferenciacion osteoclastica,
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disminuyendo los niveles de RANKL y aumentando los de OPG en ratas ovariectomizadas [Mai
QG, 2011]. Los estudios en humanos, sugieren que la metformina disminuye el riesgo de
fracturas en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 [Melton LJ, 2008]. Sin embargo, un estudio
(ADOPT) no demostré efectos beneficiosos de la metformina sobre el riesgo de fractura [Kahan,
2008].

l. 2. 5. B. Tiazolidinedionas

Las tiazolidinedionas (glitazonas) son drogas insulino-sensibilizadoras. Fueron los
primeros farmacos desarrollados para regular la resistencia a la insulina, e inducen una mayor
sensibilidad tanto a la insulina endogena como exdgena. Estos farmacos actuan por union a
receptores nucleares (peroxisome proliferator-activated receptor y [PPARy]). La unién de la
droga al PPARy, activa la transcripcion de varios genes especificos implicados en el
metabolismo de los lipidos, tales como la proteina de adipocitos 2, la lipoproteina lipasa, y la acil
coenzima A sintetasa. Las tiazolidinedionas reducen eficazmente los niveles de HbA1c y se
asocian con un riesgo bajo de hipoglucemia. Estos agentes han sido ampliamente recetados, en
sus primeros tres afios de venta. Los informes de prensa indicaron que 3 millones de pacientes
en Estados Unidos recibieron rosiglitazona. Sin embargo, este tipo de drogas se ha asociado con
severos efectos adversos los cuales ponen en duda la seguridad de la droga. En 2000, la
troglitazona fue retirada del mercado en los Estados Unidos después de los informes de
hepatotoxicidad, incluyendo insuficiencia hepatica grave y muerte. Las glitazonas de segunda
generacion (rosiglitazona y pioglitazona) se han asociado con el aumento de peso y retencién de
liquidos, y aunque se desconoce el mecanismo, la retencién de liquidos puede aparecer muchos
meses después de iniciada la terapia y puede conducir a falla cardiaca. Esto requiere la
evaluacién cuidadosa de los pacientes antes y durante el tratamiento. Luego de estos informes
sobre su seguridad, hubo una gran disminucién en el uso de rosiglitazona. La Asociacién
Americana de Diabetes y la Asociaciéon Europea de Seguridad para el Estudio de la Diabetes
realizaron nuevas indicaciones para el manejo médico de la hiperglucemia y ya no se
recomienda el uso de la rosiglitazona como farmaco de primera eleccion. La rosiglitazona ha sido
retirada del mercado por agencias reguladoras Europeas y restringida por la FDA, y no se
recomienda el uso de la pioglitazona en pacientes con insuficiencia cardiaca. A pesar de esto,
los agonistas de PPARy han sido usados por mas de 20 afios para el tratamiento de la DMT2
[Guthrie, 2012].
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Farmacocinética

La biodisponibilidad se aproxima al 99% después de administracién oral, alcanzando
concentraciones plasmaticas maximas en aproximadamente 1 hora, siendo su vida media de 3 -
4 h. La unién a proteinas plasmaticas es aproximadamente del 99,8%. Se metaboliza de manera
amplia en el higado a través del citocromo P450 CYP2C8 y la via principal de eliminacién es la

urinaria (67%); la via fecal justifica un 25% de su eliminacion.

Farmacodinamia

Los PPAR son receptores nucleares que intervienen en la regulacion de diversos genes.
Hasta hoy se han descubierto tres clases: PPARa, PPARB, y PPARy. Los PPARYy se expresan
en la mayoria de los tejidos, pero hay una alta densidad de estos receptores en tejido adiposo,
musculo, higado y cerebro.

En estudios clinicos, se ha observado que en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 se
reducen los niveles de glucosa en sangre luego del tratamiento con TZD. Esto podria deberse a
que las TZD podrian aumentar la expresion (sintesis y translocacion) del transportador de
glucosa, GLUT4, en tejido adiposo y musculo, con lo cual mejora el transporte de glucosa,
disminuyendo la hiperglucemia.

Por otro lado, los PPARYy participan de forma directa en la adipogénesis, es decir en la
diferenciacion de preadipocitos en adipocitos asi como también en su proliferacién. En el
pancreas, estimula la secrecion de insulina; en el higado aumenta el almacenamiento de lipidos
y la gluconeogénesis; y en el musculo esquelético incrementa la sensibilidad a la insulina
[Ahmadian, 2013]

Tiazolidinedionas y hueso

Estas drogas fueron introducidas en el mercado hace aproximadamente 20 afios para el
tratamiento de DMT2, pero sélo 6 afios después de su comercializacién se empezaron a reportar
efectos negativos en el tejido dseo [Kung, 2012]. Estudios in vivo e in vitro demostraron que la
activacion de PPARy suprime la expresion de IGF-1 con el consecuente efecto deletéreo sobre
el hueso [Lecka-Czernik, 2007]. En ratones y ratas, las TZD causan pérdida de hueso debido a
una disminucion de la formacion de hueso (osteoblastogénesis) y un incremento simultaneo de la
resorcion 0Osea (osteoclastogénesis) [Wei W, 2010]. Se ha visto que PPARy inhibe la

diferenciacion osteoblastica: células progenitoras embrionarias nulas para el gen de PPARy no
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pueden diferenciarse a adipocitos y espontdneamente lo hacen hacia osteoblastos [Akune,
2004]. Por otro lado, ratones con una delecion en PPARy de la linea hematopoyética presentan
deficiencia osteoclastica y resistencia frente a la resorcién 6sea estimulada por TZD [Wan Y,
2007].

Estudios clinicos con pacientes con DMT2 demostraron que las tiazolidinedionas, en
especial la rosiglitazona, incrementan el riesgo de fracturas comparado con otras clases de
drogas antidiabéticas, disminuyen la DMO, y reducen los niveles séricos de marcadores de
formacion dsea. El tratamiento con rosiglitazona durante 14 semanas en mujeres no diabéticas
posmenopausicas mostrd una reduccion en la DMO en cadera comparado con la DMO antes de
iniciar el tratamiento [Grey A, 2007]. También se vieron disminuidos los marcadores de formacion
6sea como ALP, PINP (fraccion N terminal del propéptido de colageno tipo 1), mientras que los
marcadores de resorcidn no se encontraron alterados, concluyendo que la terapia a corto plazo
con rosiglitazona presenta deterioro esquelético por disminucion en la formacion 6sea. En
contraste con este estudio, el tratamiento durante 16 semanas en mujeres con diabetes tipo 2
resulté en un aumento de los marcadores de resorcion mientras que no modifico los marcadores

de formacion [Gruntmanis, 2010].

l. 2. 6. Modelos animales utilizados para el estudio de Diabetes mellitus tipo 2

Los modelos animales de DM tipo 2 son tan complejos y heterogéneos como lo es el
propio sindrome en humanos. En algunos predomina la resistencia a la insulina mientras que en
otros la principal disfuncién se encuentra en las células B del pancreas provocando alteraciones
en la secrecion de insulina. Ademas, existen modelos en donde la intolerancia a la glucosa es
parte de un fenotipo mas complejo, tal como el que incluye obesidad, dislipemia e hipertensién.
[Arias-Diaz, 2007].

Estos modelos se pueden clasificar segun el mecanismo de generacion en: modelos
espontaneos, aquellos en donde se seleccionan los animales que espontaneamente desarrollan
diabetes; 0 modelos inducidos, a los cuales se promueve el desarrollo de la enfermedad
mediante el uso de farmacos, o cambios en la dieta, etc. A su vez, dentro de los modelos
espontaneos existen los modelos analogos, que son utiles como sustitutos de la enfermedad
humana pues tratan de simular la enfermedad; y los modelos intrinsecos, que sirven para
contestar alguna pregunta concreta de aspectos especificos de la enfermedad, pero no tratan de
imitarla [Arias-Diaz, 2007]. A continuacion se realiza una breve resefia de los modelos mas

utilizados.
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l. 2. 6. A. Modelos espontaneos

Se trata de estirpes que se mantienen relativamente inalteradas mediante cruces
endogdmicos y que proceden, ya sea de un animal en el que se ha detectado DM tipo 2
espontanea, o bien de una serie de cruces selectivos favoreciendo un determinado rasgo
fenotipico de la DM tipo 2 humana. A veces no son totalmente "espontaneos” en el sentido que
se requieren modificaciones dietéticas adicionales para generar la DM tipo 2 en el seno de una
predisposicion genética. Dentro de estos modelos encontramos:

Modelos analogos: como es muy amplio el abanico de estos modelos para el estudio de
la DM tipo 2, a continuacion solo se presentan algunos de ellos:

- Rata Goto Kakizak (GK): este modelo reproduce bien las principales caracteristicas de la
DM tipo 2 humana: hiperglucemia, reduccion de la tolerancia a la glucosa, deterioro en la
secrecién de insulina, aumento de la resistencia periférica, alteracion en el metabolismo
lipidico. Sugiere la participacion de 6 regiones cromosomicas en la etiologia de la
enfermedad y asi como también la existencia de factores epigenéticos.

- Ratén obeso de Nueva Zelanda (NZO): se trata de una cepa endogdmica seleccionada
por obesidad poligénica. Hay un defecto en el transporte de leptina a través de la barrera
hemato-encefalica. [Michael Igel, 1997]. El desarrollo de DM en este modelo esta
intimamente relacionado con la de adiposidad precoz, con establecimiento de un nivel
diabetogénico de resistencia a la insulina. [Arias-Diaz, 2007].

- Raton KK (Kuo Kondo): es uno de los modelos poligénicos mas adecuados como
anélogo de la DM tipo 2. Es producido por endocria selectiva de animales de mayor
peso que lo normal. [Wakasugi, 1967].

- Rata OLETF (Otsuka Long-Evans Tokushima fatty rat): ratas con diabetes espontanea,
poliuria, polidipsia y discreta obesidad. Estos animales son portadores de un alelo nulo
para el gen de la colecistoquinina A, lo que conlleva a una capacidad reducida para
procesar las sefiales gastrointestinales de saciedad tras la ingesta de nutrientes. [Arias-
Diaz, 2007; Kawano K, 1992].

Modelos intrinsecos: como se coment previamente, estos modelos son valiosos sobre todo para
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el estudio de la fisiologia y de los mecanismos patogénicos que intervienen en la DM tipo 2 y sus

complicaciones tardias.

- Ratén db/db: existe una mutacion en el gen que codifica para el receptor de la
leptina, dando lugar a un déficit de sefalizacién de dicha hormona adipocitaria
[Arias-Diaz, 2007].

- Rat6n ob/ob: son animales portadores de una mutacion en el gen de la leptina, y es
un buen modelo para el estudio de la obesidad, siendo la incidencia de DM
relativamente baja [Chua SC, 1996].

- Rata Zucker Obesa ZUC- Lepria/e; presentan resistencia a la leptina (mutacién en el
receptor largo de leptina), y constituye un excelente modelo para el estudio de
sindrome metabdlico [Zucker LM and Zucker TF, 1961].

- Rata Zucker Diabética ZDF-Lepr/Crl: derivan de ratas Zucker en las que se
presentd espontaneamente DM tipo 2. Mediante un programa de cria se dio lugar a
un patrén genético consistente con la expresion de un gen dominante no relacionado
al gen fatty [Clark JB, 1983].

l. 2. 6. B. Modelos inducidos

Son aquellos en los que se pueden reproducir una 0 mas de las manifestaciones clinicas
de la DM tipo 2 humana en animales de laboratorio a través de diferentes estrategias, como por
ejemplo mediante manipulacién genética, o a través de dietas especificas, o por la
administracion de farmacos. A este Ultimo modelo le prestaremos particular atenciéon debido a
que es de interés en el presente trabajo.

- Manipulacién genética: se modifican genes especificos para sobre-expresar, eliminar
o0 remplazar algun gen de interés.
- Inducidos por la dieta:

Dieta rica_en grasas: los animales desarrollan DM tipo 2 asociada a la

obesidad como resultado de dietas ricas en grasas, presentando
hiperglucemia post-prandial e intolerancia a la glucosa, hipertrofia de células
beta, hiperinsulinemia, hiperleptinemia, resistencia a la leptina e
hipertension.
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Rata de la arena (Psammomys obesus): son animales que desarrollan

obesidad y diabetes en cautiverio al modificarse su dieta vegetariana natural
[Schmidt-Nielsen et al., 1964].

- Administracion de farmacos: en estos modelos hay pérdida selectiva de las células

beta del pancreas, dejando a las células alfa y las delta intactas. Comparativamente,

son modelos faciles de desarrollar y mantener.

Ratones diabéticos y obesos por tioglucosa aurica (GTG): la GTG es un
compuesto derivado de la glucosa que produce dafio en la regién ventromedial
del hipotdlamo causando lesiones necroticas que llevan al desarrollo de
hiperfagia y obesidad. Ademas, se ha demostrado que la GTG interfiere en la
via de sefializacion de la insulina. Una gran desventaja es que los animales
tardan mucho tiempo en desarrollar la enfermedad y la tasa de mortalidad luego
de la inyeccion de GTG es muy alta [Pace C, 1987].

Diabetes inducida por aloxano (ALX) y estreptozotocina (STZ): el ALX actla de
forma selectiva destruyendo los islotes pancreaticos y llevando a una deficiencia
de insulina, hiperglucemia y cetosis. Esta cetosis provoca alta mortalidad
[Srinivasan, 2005]. Este tipo de modelo se utiliza mayormente para diabetes de
tipo 1.

Modelo de diabetes inducida por estreptozotocina y nicotinamida (STZ-NA). Este
modelo se desarrolla a continuacién con mayor detalle debido a que es el

modelo que hemos elegido para el presente trabajo de tesis doctoral.

l. 2. 6. C. Modelo de diabetes inducida por STZ-NA.

La streptozotocina es una droga diabetogénica que ejerce su citotoxicidad en células

pancreaticas, mientras que la nicotinamida posee accion protectora parcial frente a la STZ
[Szkudelski, 2012]. Debe ser enfatizado el hecho de que la induccion de diabetes con STZ-NA
varia segun las concentraciones de las dos drogas, la edad del animal, el tiempo de
administracion de NA en relacion con la administracion de STZ, la via de administracion de la
STZ y el estado nutricional de la rata. Cuando la dosis de NA es relativamente baja, la funcion
protectora es despreciable. A su vez, las células B pancreaticas de animales jovenes son menos
sensibles a la accién de la STZ, y son mejor protegidas por la NA. Se sabe que el efecto

protector de la NA disminuye con el tiempo trascurrido después de la administraciéon de STZ, es
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por esto que en la mayoria de los experimentos la NA se administra 15 minutos antes que la

STZ.

Caracteristicas del modelo:

Tolerancia a la glucosa: El test de tolerancia a la glucosa en humanos con diabetes tipo
2, induce un incremento en la glucosa sanguinea la cual es marcadamente mayor que
en personas sanas. Esto resulta tanto por la insulino-resistencia como por la disminucidn
en la funcion de las células . La administracion de glucosa a animales sanos produce
un pico rapido de insulina. De forma opuesta a este comportamiento dinamico, en ratas
diabéticas, la secrecion de la insulina en respuesta a glucosa se ve disminuida casi sin
presentar modificaciones en la insulinemia y en consecuencia la intolerancia a la glucosa
observada en ratas STZ-NA es debida principalmente a la alteracion en la secrecién de
insulina.

Los islotes pancreaticos de humanos con diabetes tipo 2, presentan una disminucion en
la primera fase de secrecion de insulina, y la segunda fase se encuentra deteriorada.

La secrecion de insulina en células 3 provenientes de ratas tratadas con STZ-NA frente
a un estimulo con glucosa responden con un inicial incremento en la secrecion de
insulina, sin ser observada la segunda fase de secrecién. La secrecion total de insulina
se halla disminuida. El grado de disminucién esta relacionado con la contidad de STZ y
NA que fue administrada.

Secrecion de insulina: En humanos con diabetes tipo 2, la insulino resistencia es
inicialmente compensada por un incremento en la secrecion de insulina para mantener la
glucemia en valores normales. Este mecanismo compensatorio esta implicado en el
incremento de la funcién secretora de las células By en el aumento en la masa de
células. Sin embargo, con el transcurso del tiempo, la secrecion exagerada de insulina
lleva al fracaso de las células 3, las células entran en apoptosis y la masa celular se
reduce. En este contexto, los islotes de ratas tratadas con STZ-NA corresponderia con
un estado de diabetes tipo 2 con reduccion en la masa de células § en humanos.

Estrés oxidativo: En humanos con diabetes tipo 2, el estrés oxidativo esta incrementado
en diferentes tejidos y esta implicado en las complicaciones diabéticas. En el modelo de
STZ-NA también se encuentra un incremento en el estrés oxidativo evidenciado en el
aumento del factor de necrosis tumoral o, interleuquina 1b, IL-6. factor nuclear kB (NF-
kB) unidad p65 y NO respecto a animales control. Estudios recientes han demostrado

incapacidad en el sistema de defensa antioxidativo en estas ratas y, en consecuencia,
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los niveles de lipidos, peroxidos, hidroperoxidos y proteinas carboxiladas son
significativamente mas altos en plasma, tejido pancreatico y riién en animales
diabéticos. En simultaneo, la actividad de superoxido dismutasa, catalasa, glutatién
peroxidas y glutation-S- transferasa se encontraron disminuidas en eritrocitos, tejido
pancreatico, higado y rifiones de rata con diabetes comparada con animales sanos. Sin
embargo, los cambios observados en ratas STZ-NA son menos marcado que en ratas

tratadas con STZ solamente.
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Objetivos

Objetivos Generales

a) Evaluar los efectos in vivo, ex vivo e in vitro de drogas antidiabéticas (metformina y/o
rosiglitazona) sobre la diferenciacion de CPMO y la microarquitectura 6sea de ratas control.
b) Investigar el efecto in vivo y ex vivo del tratamiento con metformina sobre el tejido dseo, en

un modelo de ratas diabéticas.

Objetivos Especificos

a) 1. Estudiar el efecto directo in vitro de la metformina y/o la rosiglitazona sobre la
diferenciacion osteoblastica y adipogénica de CPMO en cultivo.
2. Investigar el efecto ex vivo de metformina, rosiglitazona o su combinacion, sobre el
potencial osteogénico de CPMO provenientes de ratas controles.
3. Investigar el efecto in vivo de la metformina y/o rosiglitazona sobre la microarquitectura de
fémures de ratas controles.
4. Determinar los mecanismos de transduccion de sefiales asociadas con el compromiso

osteogénico y adipogénico de las CPMO.

b) 1. Analizar las alteraciones Oseas a nivel del fémur asociadas al modelo de diabetes con
déficit parcial de insulina.
2. Investigar el efecto ex vivo de la metformina, sobre el potencial osteogénico de CPMO
provenientes de ratas diabéticas tratadas o no con metformina.
3. Determinar los mecanismos de transduccion de sefiales asociadas con la diferenciacion de

CPMO provenientes de ratas diabéticas, asi como los efectos del tratamiento con metformina.
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Il. 1.Estudios in vitro.

Todos los estudios in vitro se realizaron con células progenitoras de médula dsea
(CPMO) de rata.

II. 1. 1. Obtencion de CPMO.

Las células progenitoras de médula 6sea se obtuvieron a partir de ratas Sprague-
Dawley, las cuales fueron anestesiadas y luego sacrificadas por dislocacién cervical. Se aislaron
los fémures y las tibias y se inyectd medio de cultivo esencial modificado por Dulbecco (DMEM),
(Invitrogen, Buenos Aires, Argentina) a través del canal medular bajo condiciones de esterilidad
[Tropel, 2004]. La suspensién resultante fue incubada en frascos de cultivo de 25 cm?2 con
DMEM suplementado con penicilina (100 Ul/ml), estreptomicina (100 ug/ml), y 10% de suero
fetal bovino (SFB) (Natacor, Cordoba, Argentina) e incubada a 37°C en atmésfera humidificada
conteniendo 5% de CO2 y 95% de aire. Al cabo de 24 hs se cambi6 el medio de cultivo y de esta
forma las células que no se habian adherido al plastico fueron descartadas.

Las CPMO poseen morfologia fibroblastica, con nucleo central y citoplasma alargado
(Figura I1.1.).

Figura Il. 1. Aspecto del cultivo de células progenitoras de médula 6sea (CPMO).

Cuando las células llegaron a confluencia (luego de 10 — 15 dias), la monocapa fue
despegada del frasco de crecimiento utilizando 0.025% de tripsina (GIBCO, Invitrogen, Bs. As.
Argentina) en solucién salina tamponada con fosfatos (PBS) — 1 mM de EDTA. Las células
fueron resuspendidas en DMEM con 10% SFB y replaqueadas en frascos de 75 cm2 o en platos

multipocillo de cultivo.
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I. 1. 2. Diferenciacion osteoblastica de CPMO.

Las CPMO fueron plaqueadas a una densidad de 5x104 células/pocillo, en platos de 24
pocillos. Cuando las células llegaron a una confluencia del 70-80% se las diferencié a
osteoblastos usando medio de diferenciacion osteobléstico (DOMEM - 10% SFB adicionada con
25 pg/ml de &cido ascdrbico y 5 mM de B-glicerol-fosfato de sodio) durante 15y 21 dias [Cortizo,
2006], el cual fue cambiado tres veces por semana. El &cido ascorbico y el B-glicerofosfato son
esenciales para la expresion fenotipica de osteoblastos. El primero es necesario para la
deposicién de colageno en la matriz extracelular, a pesar de que no induce la expresion de los
genes de colageno tipo |, ya que actiia como un cofactor de la sintesis de esta molécula, e
induce la actividad de fosfatasa alcalina en células maduras pero no en células inmaduras. El -
glicerofosfato tiene una actividad sinérgica junto con el &cido ascérbico estimulando la
acumulacion de colageno y la actividad de fosfatasa alcalina [Quarles LD, 1992]

La diferenciacion osteoblastica fue evaluada determinando la actividad enzimatica de la
fosfatasa alcalina, la produccion de colageno tipo I, y la presencia de depdsitos extracelular de

calcio, como se describira mas adelante.

II. 1. 2. A. Determinacion de parametros de diferenciacion osteoblastica.

e Actividad de fosfatasa alcalina: La monocapa de células se lavé con PBS y se solubilizd
en Triton X-100 al 0,1%. Una alicuota del extracto celular se us6 para determinar
proteinas por el método de Bradford [Bradford, 1976]. La actividad de fosfatasa alcalina
se midio espectrofotométricamente utilizando p-nitrofenilfosfato (p-NPP) como sustrato.
El p-nitrofenol (producto coloreado de la hidrélisis) se determind por absorbancia a 405
nm luego de incubar la mezcla de reaccion a 37°C en buffer pH 10,4 durante un periodo
de tiempo predeterminado [cortizo, 1995]. Los resultados medidos como nmoles p-
NPP/mg de proteina/minuto se expresaron como porcentaje (%) del basal.

e Produccidn de colageno tipo I: La produccion de colageno tipo | se determiné utilizando
un método colorimétrico mediante la técnica de Sirius Red [Tullberg- Reinert y Jundt,
1999]: Las células se fijaron con solucién fijadora de Bouin (&cido picrico: formaldehido
35%: é&cido acetico glacial- 15:5:1) durante 1h. Se lavd la monocapa celular con acido
clorhidrico 0,1 N y se tifié con una solucion de Sirius Red por 1h. El material tefiido se
extrajo en 1 ml de hidroxido de sodio 0,1 N y se midi6 la absorbancia a 550 nm. Se
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prepard una curva de calibracion usando colageno puro (Sigma-Aldrich). Los resultados
obtenidos (ug de coldgeno/100 pg de proteina) se expresaron como porcentaje (%) del

basal. La proteina se determiné por el método de Bradford [Bradford, 1976].

e Mineralizacion: Los depdsitos de calcio extracelular (nddulos de mineralizacion) se
evaluaron luego de 21 dias de cultivo en un medio de diferenciacion osteoblastico.
Luego de fijar con formalina y tefiir con Rojo de Alizarina S [Ueno, 2001], el colorante
adherido a los depdsitos de calcio se extrajo con 1 ml de solucién de hidroxido de sodio
0,1 N y la densidad optica se midio a 548 nm. Los resultados se expresaron como
porcentaje (%) del basal (Figura 11.2.).

Figura Il. 2. Aspecto de los ndédulos de mineralizacion tefiidos con Rojo de Alizarina.

Il. 1. 3. Diferenciacion adipogénica de CPMO.

Para diferenciar las CPMO a adipocitos las células fueron plaqueadas en platos de 24
pocillos y cultivadas hasta confluencia en DMEM - 10% SFB. Luego se les agreg6 durante 10
dias DMEM - 10% SFB suplementado con rosiglitazona (Quimica Montpellier, Buenos Aires,
Argentina) este compuesto es un ligando sintéticos de PPARy, y funcionan como potente
inductor de adipogénesis 0 0,5 M 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) (Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, EEUU); 1 uM dexametasona (Decadron, Sidus, Argentina) que actia como ligando de los
receptores de glucocorticoide (GR) y mineralocorticoide (MR), cuya accion final es reprimir la
expresion de Pref-1 (factor de preadipocitos 1, que es el principal factor de transcripcion
antiadipogénico) y activar PPARy, y 200nM insulina (Lilly, Buenos Aires Argentina) , que ejerce
su efecto pro-adipogénico por medio de su via normal de sefializacion, que incluye IRSs, PI3K y
PKB/AKT. Finalmente, regula positivamente la expresion de PPARy y C/EBP-a, aumentando la
expresion de genes del fenotipo maduro, como los que intervienen en la captacién de glucosa y

en la lipogénesis. También tiene efectos antilipoliticos. Pasado este tiempo se analizaron los

41



Materiales y Métodos

depdsitos intracelulares de triglicéridos y la acumulacion de lipidos intracelulares [Morrison,

2000].

II. 1. 3. A. Determinacion de parametros de diferenciacion adipocitica.

Depdsitos intracelulares de triglicéridos: Los depdsitos intracelulares de triglicéridos
fueron analizados por un kit enzimatico comercial (Wiener, Rosario, Argentina). La
monocapa celular fue solubilizada con 100 ul de Tritdn X-100 0,1%. De esta forma, las
celulas se lisaron y fueron incubadas durante una hora con el buffer de reaccion (de
acuerdo con las instrucciones del kit) y la absorbancia fue medida a 505 nm. Alicuotas
del mismo extracto fueron usadas para determinar la cantidad de proteina por la técnica
de Bradford [Bradford, 1976].

Tincion de Oil Red: El oil red es un colorante liposoluble utilizado para tefir lipidos
neutros y algunas lipoproteinas. Se descarta el medio de cultivo; se lava la monocapa
con PBS vy luego se adiciona formalina durante 5 min. Se elimina el fijador y agrega
nuevamente formalina durate 1 h. Luego se lava con isopropanol 60% y se deja secar
completamente. Se agrega la solucion de oil red durante 10 min y se lava con agua
destilada. El colorante se puede extraer con isopropropanol al 100% y midir la
absorbancia del extracto a 500 nm. También se detectaron los depdsitos intracelulares
de lipidos en la monocapa al microscopio (Nikon Eclipse E400) y fotografiados con una
camara digital (Nikon Coolpix 4500).

Il. 1. 4. Determinacién de los niveles de expresion de proteinas por Western blot.

Las células progenitoras de médula dsea fueron crecidas hasta confluencia en platos de

6 pocillos en DMEM al 10% con SFB y luego diferenciadas a osteoblastos durante 15 y 21 dias.

Tanto las células sin diferenciar como diferenciadas fueron lisadas con buffer de Laemmli. Estos

lisados fueron calentados a 100°C durante 1 minuto y 30 ug de proteina fueron sembrados en un

gel de poliacrilamida-bisacrilamida al 10-12% con SDS. Las proteinas fueron separadas

mediante SDS-PAGE y fueron transferidas a una membrana de PVDF. Luego de lavar y

bloquear durante 2 hs con leche al 5% en PBS-T las membranas fueron incubadas durante toda

la noche a 4°C con los anticuerpos primarios: anti- Runx2 (1:5000), anti- PPARy (1:7000),anti- p-
AMPK (1:2500), anti - AMPK (1:2500), anti- calcitonina (1:2500) y anti- RAGE (1:5000). Después

de lavar, las membranas fueron incubadas con el segundo anticuerpo durante 1 hs a
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temperatura ambiente, en concentraciones que variaron desde 1:2500 a 1:7000. Luego fueron
reveladas por el método de quimioluminiscencia. La intensidad de las bandas fue cuantificada

con el programa Image J (http://www.macbiophotonics.ca) [Molinuevo, 2010].
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Il. 2. Estudios in vivo

II. 2. 1. Animales y tratamientos.

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley machos jovenes (200 - 220 gr) mantenidas en un
bioterio climatizado (23°C) con ciclos de luz-oscuridad de 12 hs, alimentados con alimento
balanceado estandar y agua ad libitum. Todos los ensayos con animales fueron realizados de
acuerdo a la Guia de Manejo y Uso de Animales de Laboratorio [Guidelines on the Handling and
Training of Laboratory Animals. In: The Biological Council of Animal Reserch and Welfare Potters
Bar, England: Universities Federation for Animal Welfare, 1992], bajo las condiciones
establecidas en las normas bioéticas nacionales disposicidon ANMAT 5330/97- e internacionales.
Asimismo, se tuvieron en cuenta las indicaciones de la guia del NIH para animales de

experimentacion (http:/grants.nih.gov/grants/olaw/olaw.htm).

II. 2. 1. A. Experimento I: Efecto de drogas antidiabéticos.

Los animales fueron divididos en 4 grupos de 10 animales por grupo:

e Ratas control, (C), las cuales recibieron agua ad libitum.
e Ratas tratadas con metformina, (M), las cuales recibieron la droga en el agua de
bebida a una concentracién de 100mg/kg/dia (Quimica Montpellier, Buenos
Aires, Argentina), durante 2 semanas [Molinuevo, 2010].
e Ratas tratadas con rosiglitazona, (R), las cuales recibieron en el agua de bebida
la droga en una concentracion de 4 mg/kg/dia (Quimica Montpellier, Buenos
Aires, Argentina) [Wang, 2008].
e Ratas tratadas con ambas drogas, (RM), metformina y rosiglitazona, en las
mismas concentraciones que en los grupos anteriores.
El tratamiento con las drogas durd 2 semanas. Al finalizar este periodo se extrajo sangre
de los animales y de determiné la glucemia (por el método de la glucosa oxidasa) [Lott, 1975],

trigliceridemia y colesterolemia utilizando kits comerciales.
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IIl. 2. 1. B. Experimento Il: Efecto de la Metformina en un modelo de

Diabetes.

Los animales fueron divididos en cuatro grupos de 10 animales por grupo:

e Ratas controles no diabéticas (sin tratamiento) [C],

e Ratas controles no diabéticas tratadas durante 2 semanas con metformina en el agua de
bebida (100 mg/kg/dia) [M] (Quimica Montpellier, Buenos Aires, Argentina),

e Ratas con diabetes inducida por destruccién parcial de las células beta pancreaticas, sin
tratamiento, [D].

o Ratas diabéticas tratadas 2 semanas con metformina (100 mg/kg/dia) [DM).

La induccion de diabetes se realizd una semana antes de iniciar el tratamiento con
metformina, por inyecciones intraperitoneales sucesivas de 75 mg/Kg de &cido nicotinico o
nicotinamida (NA) y 60 mg/Kg de estreptozotocina (STZ) [Tahara A, 2008]. Antes de iniciar el
tratamiento se tomaron muestras de sangre para confirmar el desarrollo de la enfermedad. Al
finalizar todos los tratamientos se obtuvieron muestras de sangre para poder medir parametros
bioquimicos, luego de lo cual los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical bajo
anestesia. Se evaluaron, empleando equipos comerciales, los siguientes parametros séricos:
glucemia (Wiener Lab, Argentina), triglicéridemia (Wiener Lab, Argentina), colesterolemia
(Wiener Lab, Argentina), insulinemia (ELISA para insulina de rata, ALPCO, USA) y fructosamina
(BioSystems, Espafia). Asimismo mediante la técnica de ELISA se valord la cantidad de la
citoquina pro-inflamatoria TNFa. (BD OptEIA™ Mouse TNF mono/mono).

Este modelo presenta diabetes con produccion deficiente de insulina, hiperglucemia,

triglicéridos y fructosamina aumentados en sangre.
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¢ Fundamento del modelo de diabetes insulino-deficiente.

La STZ [2-deoxi-2(3-metil-3-nitrosoureido)-D-glucopiranosa, (Figura Il. 2. 1) es una
nitrosourea ampliamente usada para inducir diabetes experimental en animales. La potente
accion diabetogénica de la STZ se debe a la lesion en las células  pancreaticas, las cuales son
la unica fuente de insulina. La STZ es relativamente selectiva para estas células e ingresa a
través del transportador de glucosa GLUTZ2, sin embargo la fraccion metil nitrosourea es la
responsable de la toxicidad. Numerosos estudios in vitro han demostrado que la STZ produce
alquilacion del ADN produciendo la fragmentacion de ADN en las células  pancreaticas. Como
resultado del dafio en el ADN, se activan mecanismos intracelulares de reparacion del ADN,
como por ejemplo la activacion de la enzima poli (ADP-ribosa) polimerasa-1 (PARP-1). Esta
enzima nuclear cataliza la sintesis de poli ADP-ribosa a partir de dinucle6tido de nicotinamida
adenina (NAD*). Cuando el dafio en el ADN es escaso, la activacion de PARP-1 es beneficiosa.
Sin embargo, el dafio excesivo en el ADN producido por la STZ conduce a la hiperactividad de
PARP-1 con la consiguiente disminucién sustancial de su sustrato, NAD*.

El NAD* es una importante molécula implicada en el metabolismo energético celular.
Una reduccion severa de NAD* trae aparejada una disminucion de ATP, ya que la biosintesis del
NAD* es ATP dependiente, lo cual lleva a la reduccion de la sintesis de insulina y la muerte
celular. Sin embargo, la disminucién del ATP no resulta solo del incremento en la actividad de la
PARP-1, sino que también se debe a que la STZ produce disfuncién mitocondrial, reduciendo el
consumo de oxigeno, y el potencial de membrana de la mitocondria.

La nicotinamida (NA) (piridina-3-carboxamida, (Figura 11.2.1) es una amida proveniente
de la vitamina B3 (niacina). La citotoxicidad producida por la estreptozotocina es atenuada por la
nicotinamida, uno de los componentes del NAD*, el cual inhibe a la enzima poli ADP-ribosa
sintetasa y en consecuencia previene la deplecion del NAD* en las células pancreéticas, asi
como también cumple la funcion de proveer NAD*. En mamiferos el NAD* es sintetizado a partir
de NA 'y su formacion esté catalizada por dos enzimas: nicotinamida fosforil transferasa (Nampt)
y nicotinamida/ &cido nicotinico mononucledtido adeniltransferasa (Nmnat) [Szkudelski, 2012].
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Figura Il. 2. 1. Estructura quimica de estreptozotocina, nicotinamida y NAD".[Szkudelski,

2012].
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Figura Il. 2. 2. Representacion esquematica de la accion citotdxica de la STZ y el efecto

protector de la NA. [Szkudelski, 2012].
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II. 3. Andlisis Histomorfométrico

II. 3. A. Obtencion de las muestras para histomorfometria del hueso

Se disecaron los fémures de cada rata para analizar la microarquitectura metafisaria. Los
huesos se fijaron en formalina neutra tamponada (NBF) durante 72 hs y luego se descalcificaron
en sucesivos lavados con una solucién de EDTA (Biopack, Buenos Aires, Argentina) 10 %, pH =
7,0 durante aproximadamente 3 semanas a temperatura ambiente. Las muestras fueron
incluidas en parafina. Para llegar a incluir los fémures en parafina se us6 un tren de
deshidratacion formado por dos pasajes sucesivos de 1h de duracién en cada uno de los
siguientes solventes: alcohol 70° alcohol 96°, alcohol 100° xileno y finalmente parafina | y
parafina Il. Se hicieron cortes de 5 um de espesor con un micrétomo Leica SM 2000 R, los cortes
se recogieron en un bafo de flotacion y se los dejé secar durante 48 hs a 56°C.

Los cortes de los preparados embebidos en parafina se sumergieron en xilol para eliminar la
parafina, luego se pasaron por una serie de alcoholes (100° 96° y 70°) para rehidratarlos, y a
continuacion se realizaron las siguientes coloraciones:

e Hematoxilina - Eosina (H - E).

e Histoquimica de fosfatasa acida tartrato resistente (TRAP).

e Azul Alcian.

a) Tincion con Hematoxilina - Eosina. La hematoxilina es un colorante cationico o basico, y por
esta razon tifie estructuras acidas (basdfilas) en tonos azul y violaceo, como por ejemplo los
nucleos celulares. El colorante eosina tifie componentes basicos (acidofilos) en tonos de color
rosa (gracias a su naturaleza anionica o acida), como la mayoria de las proteinas al pH de la
tincion. Los cortes desparafinados e hidratados se sumergieron en hematoxilina por 5 minutos,
se lavaron con agua corriente, luego se introdujeron en eosina por 30 segundos y finalmente se
lavaron con agua destilada. Posteriormente se pasaron por una serie de alcoholes (70°, 96° y
100°) para deshidratarlos, se los introdujo en xilol y finalmente se montaron con balsamo
sintético para montaje (Biopur, Argentina).
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Figura Ill. 3.1. Im&genes de cortes histologicos tefidos con Hematoxilina y Eosina, a
diferentes aumentos. Ot: Osteocito; MO: medula 6sea; Ht: hueso trabecular. Cartilago de
crecimiento doble flecha.

b) Tincién histoquimica para fosfatasa acida tartratoresistente (TRAP). En los cortes
histologicos se determind la presencia de células con actividad positiva de fosfatasa acida
tartrato resistente. La reaccion involucra una sustitucion nucleofilica con un reactivo acoplante en
la cual se forma un precipitado violaceo en las células que presentan actividad TRAP. Para esto
se preparé una solucion que contiene Fast Garnet GBC en Metilglicol acidificada con HCI, a la
cual se le agregd nitrito de sodio gota a gota y a temperatura ambiente para producir la
diazotacion que permitira formar la sal de diazonio altamente reactiva que seré sustituida con el
a-naftol liberado por la enzima a partir de naftol AS-BI. La reaccion enzimatica se lleva a cabo en
presencia de tartrato de sodio para aumentar la especificidad de la reaccién, en buffer citrato pH
4,9. Recién a partir de este momento se pusieron los cortes ya desparafinados e hidratados en la
solucién termostatizada durante 60 minutos a 37°C. Luego se lavaron con agua destilada, se
contra colorearon con Fast Green durante 10 minutos, se enjuagaron con agua destilada y se

montaron los preparados en glicerina.
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Figura lll. 3. 2. Imagenes de cortes histoldgicos tefidos utilizando la histoquimica de
TRAP, a diferentes aumentos. Las flechas indican la zona TRAP+
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c) Tincion de Azul Alcian pH 2.5. A este pH, el azul alcian tifie las mucinas altamente
sulfatadas sintetizadas por los condrocitos de la placa de crecimiento, las cuales se van a ver de
color azul. Los cortes desparafinados e hidratados se tifieron con solucién de Azul Alcian durante
4 hs. Luego se lavaron con agua corriente durante 10 minutos. Los preparados se
contracolorearon con Eosina (30 segundos). Posteriormente se pasaron por una serie de

alcoholes (70°, 96° y 100°) para ser deshidratardos, se los introdujo en xilol y finalmente se

montaron con balsamo sintético.

Figura lll. 3. 3. Imagenes de cortes histologicos tefiidos con Azul Alcian, a diferentes
aumentos. Las flechas indican la placa de crecimiento.

Una vez tefiidos, los preparados fueron fotografiados con una camara digital Nikon Coolpix
4500 en un microscopio Nikon Eclipse E400. Las imagenes se analizaron con el programa
Imaged (http://www.macbiophotonics.ca) utilizando un plugin para incorporar una escala

micrométrica.

II. 3. B. Histomorfometria 6sea

En las imagenes fotogréficas de cortes tefiidos con H-E, se determiné el area de hueso
trabecular en la espongiosa primaria femoral, definido como: area trabecular sobre area total
(trabéculas més médula dsea). Los resultados se expresaron como porcentajes (%).

Se calculé la densidad osteocitica contando el numero de osteocitos por unidad de area
de hueso trabecular. Los resultados se expresaron como nimero de osteocitos/mm?.

Usando imagenes de histoquimica de fosfatasa acida tartrato resistente, se calculé el
area con actividad TRAP/area total de hueso en los 250 um proximales al cartilago de

crecimiento.
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En las fotos de la tincion de Azul Alcian se cuantificd la altura del cartilago de

crecimiento.

Il. 4. Analisis estadistico

Los resultados se expresan como la media + SEM y se obtienen a partir de al menos
tres experimentos independientes que se realizan por triplicado. Las diferencias entre grupos se
establecen mediante Oneway ANOVA con test Tukey post-hoc. Para datos con distribucién no
normal se utiliza el test no paramétrico Kruskal Wallis con test de Dunn post-hoc, usando el
programa estadistico GraphPad In Stat version 3.00 (Graph Pad Software, San Diego, California,

USA). Se considera significativo p < 0,05.
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lll. 1. Efecto de la metformina sobre la diferenciacion de células progenitoras de

médula dsea.

lll. 1. 1. Estudios in vitro.

Efecto directo de la metformina sobre la diferenciacion osteoblastica.

En la primera parte de este trabajo, se evalué el efecto directo in vitro de la metformina
sobre la capacidad osteogénica de células progenitoras de médula dsea (CPMO). Para ello, las
células aisladas de ratas sin tratamiento fueron cultivadas en medio osteogénico adicionado con
concentraciones crecientes de metformina (0,5 a 10 uM), empleando como dosis maxima aquella
equivalente a la concentracion plasmatica observada en pacientes diabéticos tratados con esta
droga (10 pM). Luego de 15 dias de cultivo se evaluo la actividad de la fosfatasa alcalina y el
depdsito de colageno tipo I, encontrando que la metformina incrementé significativamente, en

forma dosis dependiente, ambos parametros (Figura.lll.1.1y Figura ll1.1.2).
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Figura Ill. 1. 1. Actividad de Fosfatasa Alcalina en células progenitoras de médula ésea
diferenciadas a osteoblastos. Las CPMO fueron diferenciadas durante 15 dias en DMEM-
10% SFB, suplementado con 25 ug/ml de acido ascérbico y 5 mM de [-glicerofosfato.
Transcurrido este tiempo se determiné la actividad de fosfatasa alcalina expresandola como
porcentaje respecto al basal (0 yM metformina = 4.2 £ 0.5 nmol p-nitrofenol/mg proteina por
minuto). Los resultados se expresaron como la media + SEM. * p<0,05; ** p< 0,01 vs basal.
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Figura Ill. 1. 2. Produccion de Colageno tipo | en células progenitoras de médula ésea
diferenciadas a osteoblastos. Las CPMO fueron diferenciadas durante 15 dias en medio de
diferenciacion osteoblastico. Luego de este tiempo se determind la produccién de colageno
tipo |, expresandola como porcentaje respecto al basal (0 uM metformina = 4.2 + 0.02ug
colageno/mg proteina). Los resultados se expresaron como la media + SEM. * p<0,05; **p<
0,01 vs basal.

Luego de 21 dias de diferenciacion osteogénica se evalud la produccion de nédulos de
mineralizacion, observandose el mismo comportamiento. Los depésitos extracelulares de calcio
se incrementaron en forma dosis dependiente, obteniéndose los mayores depdsitos de mineral
para la concentracion 10 pM de metformina (160 + 18 % del basal) (Figura I11.1.3).
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Figura lll. 1. 3. Produccién de nédulos de mineralizacion en células progenitoras de médula
6sea diferenciadas a osteoblastos. Luego de 21 dias de diferenciacién, se determiné la
produccion extracelular de nédulos de mineralizacion, utilizando la técnica de rojo de
alizarina. Los resultados se expresaron como la media + SEM. * p<0,05; **p< 0,01 vs basal.

55



Resultados

lll. 1. 2. Estudios ex vivo

lll. 1. 2. A. Efecto de la administracion in vivo de metformina sobre la
capacidad ex vivo de diferenciacion osteoblastica de las CPMO.

Para evaluar el efecto ex vivo del tratamiento oral con metformina sobre el potencial
osteogénico de las CPMO se cont6 con dos grupos de ratas: controles (C), y tratadas con
metformina (M) 100 mg/kg/dia en el agua de bebida. Los animales fueron sacrificados luego de 2
semanas de tratamiento, y se obtuvieron las CPMO como se describe en materiales y métodos.
Transcurridos 15 ¢ 21 dias de cultivo en medio de diferenciacién osteogénico, se analizaron los
siguientes parametros del linaje osteoblastico: sintesis de colédgeno tipo | 'y actividad de fosfatasa
alcalina, o produccion de nédulos de mineralizacion, respectivamente.

Encontramos que luego de 15 dias de diferenciacion, tanto la actividad de fosfatasa
alcalina como la produccién de colageno tipo | aumentaron significativamente en las células
provenientes de ratas tratadas con metformina respecto a las células provenientes de ratas
control (Figura 111.1.4.B y Figura 1ll.1.4.A). Ademas, luego de 21 dias de diferenciacion
osteogénica la formacion de nodulos de mineralizacion se encontrd significativamente

incrementada (Figura 111.1.4.C).
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Figura lll. 1. 4. Efecto ex vivo de la metformina sobre el potencial osteogénico de las
CPMO. Produccidn de colageno tipo | (A) y la actividad de FAL (B) y depésitos de mineral
(C). Los resultados se expresaron como porcentaje respecto al basal £ SEM. * p<0,05.
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También se analizd la expresion de osteocalcina, marcador de maduracién
osteoblastica, en ambos grupos de ratas luego de 21 dias de diferenciacion en un medio
osteogénico. La Figura 1ll.1.5 muestra que la expresién de osteocalcina se encuentra

significativamente aumentada en el grupo tratado con metformina respecto al control.
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Figura lll. 1. 5. Efecto ex vivo de la metformina sobre el potencial osteogénico de las
CPMO. Luego de 21 dias de diferenciacion osteoblastica se determiné la expresion de
osteocalcina. Los resultados se expresaron como porcentaje respecto al basal + SEM. *

p<0,05.

ll. 1. 2. B. Efecto del tratamiento con metformina sobre factores de transcripcion

osteoblasticos y adipogénicos.

Con el fin de evaluar la expresion de diferentes factores de transcripcion, las CPMO
provenientes de ratas controles y tratadas con metformina, fueron aisladas y cultivadas en un
medio adecuado por diferentes periodos de tiempo. La expresion del factor de transcripcion
osteogénico Runx2 fue evaluado por Western Immunoblot. La cuantificacion densitométrica de
las bandas obtenidas mostro que las células provenientes de las ratas tratadas con metformina
expresaron niveles significativamente mayores de Runx2 en funcion del tiempo de cultivo,

comparadas con sus correspondientes controles (Fig Ill. 1. 6).
58



Resultados

Runx2 S h ‘ a

Jliill

0 dias | 15 dias | 21 dias | Odias | 15 dias | 21 dias

Actina

400

Runx2/Actina
(% Basal)
N w
o o
o o
1 1

-

o

o
1

Metformina

Control

Figura lll. 1. 6. Expresiéon de Runx2 en CPMO provenientes de ratas control y ratas tratadas
con metformina. Las células fueron diferenciadas a osteoblastos durante los periodos de
tiempo especificados en el grafico. Las bandas fueron cuantificadas con el programa
ImageJ y los resultados fueron normalizados contra el valor correspondiente de actina. Los
valores se expresan como porcentaje respecto al basal + SEM. * p<0,05.

Se estudié ademas la capacidad adipogénica de las CPMO. Para ello se analizaron los

niveles de expresion del factor de transcripcion adipogénico PPARy luego de 10 dias de cultivo

en un medio de diferenciacion adipogénica. Como puede observarse en la Figura Ill.1.7, los

niveles de PPARy fueron comparables en ambos grupos experimentales.
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Figura Ill. 1. 7. Expresion de PPARy en CPMO provenientes de ratas control y ratas
tratadas con metformina. Las células fueron diferenciadas a adipocitos durante 10 dias. Los
resultados fueron normalizados con el valor correspondiente de actina y se expresaron

como porcentaje respecto al basal £+ SEM.

lll. 1. 2. C. Efecto de la metformina sobre la activacion de la AMPK en las CPMO.

La AMPK es una proteina que funciona como sensor metabdlico de la energia celular, la
cual se activa en situaciones de estrés celular. La activacion de AMPK inhibe la produccion de
glucosa hepatica, mejora la sensibilidad e induce la oxidacién de acidos grasos, y en musculo
esquelético promueve la internalizacion de la glucosa. La AMPK puede ser activada por ejercicio
fisico, hormonas citoquinas y drogas. Ademas, se sabe que la metformina activa a la proteina
AMPK para ejercer su accién antidiabética [Andujar-Pala, 2012]. En base a estos conocimientos
se investigd el posible mecanismo de transduccién de sefiales involucrado en la accién de la
metformina en CPMO. Se evalué el efecto directo in vitro y ex vivo de esta droga sobre la
activacion de AMPK.

Primero se estudié el efecto directo de 100uM de metformina sobre la activacion de la
AMPK en las CPMO derivadas de ratas controles. Se encontré que la metformina incrementd

significativamente los niveles de fosforilacién de la AMPK luego de una hora de tratamiento sin
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modificar los niveles totales de AMPK (Figura 111.1.8). Debido a que la AMPK ejerce su accion
tanto en nicleo como en citoplasma [Li Gong, 2012], se evalué su localizacién por
inmunofluorescencia. Se observd que la AMPK total se localizaba en el nucleo y en el
citoplasma, tanto en células no tratadas como en células que fueron expuestas a la metformina.
La intensidad de fluorescencia asociada a la AMPKt fue similar en ambas condiciones
experimentales. Sin embargo, la metformina increment6 significativamente la fluorescencia
asociada a p-AMPK, en el citoplasma y en el nucleo. El andlisis semicuantitativo de la
fluorescencia asociada a p-AMPK mostrd que las células tratadas con metformina presentaban
un aumento de la misma en ambas localizaciones celulares (1,5 veces respecto a células no
tratadas; Figura 111.1.8.A).

Los resultados obtenidos por inmunofluorescencia fueron confirmados por Western blot
luego de incubar durante 1h, con y sin 100uM de metformina, células progenitoras de médula
Osea provenientes de ratas controles. Se observo un incremento significativo de 1,6 veces en la
relacion p-AMPK : AMPKt en las células que estuvieron incubadas en presencia de metformina
respecto del control (Figura 111.1.8.B).
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Figura lll. 1. 8. Efectos in vitro de la metformina en la activacion de la AMPK en CPMO.
Las CPMO fueron aisladas de ratas controles y luego de llegar a confluencia fueron
ayunadas durante 2 hs. Transcurrido este tiempo fueron incubadas por 1 hs en presencia o
ausencia de 100 yM de metformina. A continuacion las células fueron procesadas para
inmunofluorescencia (A) o para Western blot (B). * p<0,05

Para evaluar si la fosforilacion de la AMPK mediada por metformina se conservaba en
las células provenientes de los dos grupos experimentales (CPMO de ratas tratadas con y sin
metformina), se las cultivd en un medio de diferenciaciéon osteogénico durante 0, 15 y 21 dias.
Posteriormente se evalud la activacion de AMPK mediante el analisis de las formas fosforilada y

total mediante Western blot. Los cultivos ex vivo mostraron una diferencia significativa en la
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activacion de AMPK (2,8 veces respecto del control) luego de 21 dias de cultivo en medio

osteogénico. Sin embargo, esta diferencia no se observé luego de 0 6 15 dias. (Figura 111.1.9)
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AMPK — .- e o

N w
o o
o o
1 1

p-AMPK/AMPKt
S
o
1

ojlllll

0 dias | 15 dias | 21 dias 0 dias | 15 dias | 21 dias

Control Metformina

Figura Ill. 1. 9. Relaciéon p-AMPK : AMPK en CPMO provenientes de ratas control y ratas
tratadas con metformina luego de diferentes periodos de diferenciacion osteoblastica. Las
CPMO aisladas de ratas controles y de ratas tratadas con metformina fueron cultivadas en
medio de diferenciacion osteogénico durante 0, 15 y 21 dias. Al finalizar este periodo los
extractos celulares fueron procesados por Western blot para evaluar la expresién de las
proteinas p-AMPK y AMPKt. * p<0,05 vs control.

Luego, para demostrar que la metformina activa la AMPK, se procedi6 a incubar células
provenientes de ratas controles (sin tratamiento) en medio osteogénico, en ausencia o presencia
de 100uM de metformina y/o 0,5 uM de compuesto C, un inhibidor de la activacion de la AMPK,
durante 15 dias. Transcurrido este tiempo, se analizo la produccion de colageno tipo | vy la
relacion p-AMPK : AMPKt por Western blot (Figura 111.1.10). Se encontr6 que la metformina
incrementé significativamente la produccién de colageno tipo | y la relacién p-AMPK : AMPKTt;
mientras que la co- incubacion de metformina con el compuesto C suprimié estos efectos (Figura
111.1.10).
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Figura 1lI1.1.10. Relacion p-AMPK: AMPK en CPMO controles tratadas in vitro con
metformina (M), compuesto C (Cc) y metformina + compuesto C (M+Cc). Las CPMO
provenientes de ratas controles, fueron diferenciadas a osteoblastos en presencia o
ausencia de 100 yM de Metformina y/o 0,5 uM de compuesto C (inhibidor de la forforilacion
de la proteina). Se evalud la produccion de colageno tipo | (A) y la expresion de p-AMPK y
AMPKt por Western blot (B).* p< 0,05 vs C.
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lIl. 2. Efectos de la rosiglitazona y del co-tratamiento rosiglitazona-metformina.

lll. 2. 1. Estudios in vitro.

Efectos de la rosiglitazona y del co-tratamiento rosiglitazona-metformina

en la diferenciacion adipocitica.

Como se describié en la introduccion de este trabajo, la rosiglitazona es un ligando
sintético del PPARy un factor de trascripcion implicado en la activacion de genes especificos del
metabolismo lipidico y la diferenciacién adipocitica. En los siguientes ensayos se determind el
efecto de la metformina sobre la diferenciacion adipogénica inducida por rosiglitazona en células
progenitoras de médula 6sea. Para esto, se tomaron células provenientes de ratas sin
tratamiento, las cuales fueron diferenciadas a adipocitos en ausencia o presencia de metformina
(1uM y 10 puM), empleando rosiglitazona 0,5 yM como inductor adipocitico. Se encontré que la
rosiglitazona indujo la acumulacion de depositos intracelulares de lipidos visualizados por la
técnica de oil red, mientras que la metformina produjo una disminucion del efecto de la

rosiglitazona, el cual fue dependiente de su dosis (Figura I1.2.1 y Figura 111.2.2).
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Figura lll. 2. 1. Efecto in vitro de la metformina y la rosiglitazona sobre la diferenciacion
adipocitica de CPMO. Las CPMO fueron cultivadas durante 10 dias en DMEM — 10% SFB
suplementado con rosiglitazona, 1 yM dexametazona como inductores de adipogénesis en
presencia o ausencia de dosis crecientes de metformina. Contenido basal de triglicéridos (0
MM metformina) = 178 + 6 pg/ mg proteina. Los resultados se expresaron como porcentaje
respecto al basal £ SEM. * p<0,05; **p< 0,01
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Figura lll. 2. 2. Efecto in vitro de la metformina y la rosiglitazona sobre la diferenciacion
adipocitica de CPMO. Depésitos de lipidos tenidos por la técnica de oil red y observados al
microscopio 6ptico (aumento 10X).

lll. 2. 2. Estudios ex vivo.

lll. 2. 2. A. Efectos de la rosiglitazona y del co-tratamiento con metformina

sobre la capacidad osteogenica de CPMO.

En base a los conocimientos previos del efecto de la metformina y la rosiglitazona in vitro
y del efecto de la metformina ex vivo, se evalud el efecto del tratamiento oral con rosiglitazona y
metformina, solos o0 en combinacidn, sobre la diferenciacion osteoblastica de las células
progenitoras de médula 6sea. Para esto se contd con cuatro grupos de ratas: el grupo control (C,
sin tratamiento), y los grupos, metformina (M, 100 mg/kg dia), rosiglitazona (R, 4 mg/kg dia) y
rosiglitazona + metformina (RM) a los cuales se les suministré la droga en el agua de bebida
como se describe en materiales y métodos. Luego del sacrificio de los animales, se extrajeron
las células de médula 6sea, las cuales fueron cultivadas en medio de diferenciacion osteogénico
durante 15y 21 dias. Al finalizar estos periodos, se determiné la actividad de fosfatasa alcalina,
la produccidn de colageno tipo | 'y los depositos extracelulares de mineral.

El tratamiento con rosiglitazona produjo una disminucion significativa en todos los
parametros estudiados, mientras que el co-tratamiento con metformina previno totalmente el
efecto de la rosiglitazona, llevando los valores a niveles similares a los del control. Como
describimos previamente, el tratamiento con metformina produjo un incremento significativo en

todos los parametros (Figura 111.2.3).
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Figura Ill. 2. 3. Efectos ex vivo de la metformina y la rosiglitazona en la diferenciacion
osteoblastica de CPMO. Se evalud la actividad especifica de fosfatasa alcalina (A) y la
produccion de colageno tipo | (B), y luego de tres semanas, la produccion de nédulos de
mineralizacion (C). * p<0,05; **p<0,01 vs C.
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lll. 2. 2. B. Efectos de la rosiglitazona y del co-tratamiento rosiglitazona-
metformina sobre la expresion de factores de transcripcion osteoblasticos

y adipociticos.

En este capitulo se evalué el efecto del co-tratamiento rosiglitazona - metformina sobre
los factores de trascripcién adipociticos y osteoblasticos. Runx2 es el factor de trascripcion mas
importante durante la diferenciacién y maduracién osteoblastica; mientras que PPARYy lo es para
la diferenciacion adipocitica. Analizando estos factores podemos evaluar el potencial
osteogénico y adipocitico de CPMO en células sin diferenciar asi como también el grado de
diferenciacion de las mismas. Para ello, en una primera etapaa células provenientes de los
cuatro grupos de ratas (C, M, R y RM) fueron cultivadas hasta confluencia, se obtuvieron
extractos de las mismas y se analiz6 la expresion de Runx2 y PPARYy (células sin diferenciar,
Figura 111.2.4.A). Se encontr6 que la expresion del factor de transcripcion osteoblastico
Runx2/Cbfal estaba significativamente disminuida en el grupo de ratas tratadas con
rosiglitazona (R) respecto al control (C). La metformina (M) incremento la expresion de este
factor respecto al control cuando fue administrada como monoterapia, mientras que su
coadministracion con rosiglitazona previno el descenso en la expresion de Runx2 producido por
esta ultima, llevando los valores a los niveles del control (Figura 111.2.4.A).

Por otro lado, al evaluar la expresion de PPARy se encontrd que las células provenientes
del grupo R presentaban un aumento estadisticamente significativo de este factor de
transcripciodn, respecto al grupo control (C, Figura 111.2.4.B). La co-administracién de metformina

bloqued el efecto de la rosiglitazona sobre la expresion de PPARYy.
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Figura lll. 2.4. Efecto ex vivo de la metformina y la rosiglitazona en la expresion de Runx2
(A) y PPARy (B) en CPMO sin diferenciar. Los marcadores fueron determinados por
Western blot. * p < 0,05 vs C;** p< 0,01 vs C.
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Luego de 3 semanas de diferenciacion osteoblastica, las células mostraron el mismo

comportamiento para la expresion de Runx2: el grupo M increment6 su expresion, mientras que
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disminuy6 en el grupo R; nuevamente el grupo RM expresd niveles similares a los del control (C,

Figura. 111.2.5.A). Por otro lado, el factor de transcripcion PPARy no presentd diferencias

significativas entre los grupos. (Figura. I11.2.5.B).
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Figura lll. 2. 5. Efecto ex vivo de la metformina y la rosiglitazona en la expresion de Runx2
(A) y PPARY (B) en CPMO luego de 3 semanas de diferenciacion osteoblastica. Las
proteinas fueron determinadas por Western blot. * p < 0,05 vs control.
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lll. 2. 2. C. Efectos de la rosiglitazona y del co-tratamiento rosiglitazona-

metformina sobre la activacion de la AMPK en CPMO.

Luego de tres semanas de diferenciacion osteogénica, evaluamos la activacién de
AMPK en todos los grupos experimentales. Se encontré un incremento significativo en la
activacion de AMPK en el grupo metformina (M) respecto del control (C). En el grupo
rosiglitazona se observo una disminucidn significativa de este parametro y, nuevamente el co-

tratamiento metformina-rosiglitazona previno la disminucion en la activacion de AMPK, inducida

por el tratamiento con rosiglitazona (Figura 111.2.6).
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Figura lll. 2. 6. Relaciéon p-AMPK: AMPK en CPMO provenientes de los cuatro grupos
experimentales. Las células fueron incubadas en medio de diferenciacion osteogénico
durante 3 semanas. Las proteinas fueron determinadas por Western blot. Se cuantificd la
relacion en la expresion de p-AMPK: AMPK. *p <a 0,05 vs C.
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lll. 2. 3. Estudios in vivo.

Efectos de la metformina, la rosiglitazona y su co-tratamiento sobre la

microarquitectura femoral.

Los estudios de microarquitectura 6sea se realizaron en la metafisis proximal de fémures
provenientes de los cuatro grupos experimentales. Se realizaron una serie de tinciones con el
objetivo de determinar parametros histomorfométricos. Mediante la tincion con hematoxilina y
eosina se analiz6 el area trabecular, la densidad osteocitica y el numero de osteoblastos;
utilizando la histoquimica para Fosfatasa Acida Tartrato Resistente (TRAP), se analizo el area
con actividad TRAP positiva.

La Figura Ill. 2. 8 muestra cortes histoldgicos representativos tefiidos con hematoxilina y
eosina (A-C) o histoquimica para TRAP (D). En la imagen A se observa el extremo proximal de
un fémur de rata, donde se puede distinguir una franja baséfila correspondiente al cartilago de
crecimiento, por encima de la cual se encuentra una zona con hueso trabecular y en la region
externa cartilago articular hialino. Por debajo del cartilago de crecimiento se encuentra la
metafisis donde encontramos hueso trabecular y médula 6sea. En la imagen B se pueden
distinguir zonas eosindfilas y baséfilas, las cuales corresponden a hueso trabecular y médula
dsea respectivamente. Utilizando mas aumento, en la imagen C, se aprecian células pequefias
con nucleo basofilo (osteocitos, Ot) inmersas en la matriz del hueso trabecular. En la imagen D
se puede ver la presencia de areas TRAP positivas (Fig Ill. 2. 8 punta de flecha) en la
espongiosa primaria (zona inmediatamente subyacente al cartilago de crecimiento) las cuales se

asocian con actividad osteoclastica.

72



Resultados

Figura Ill. 2. 8. Cortes histolégicos tefiidos con hematoxilina y eosina (A, B y C).
Histoquimica de TRAP (D). Se sefnalan osteocitos (Ot) y area TRAP+ (puntas de flecha
negra).

La cuantificacién histomorfométrica de los preparados histolégicos demostrd que el
tratamiento oral con metformina incrementé el area trabecular relativa (26% respecto de C, figura
[1.2.9.A); el numero de osteocitos (42% respecto de C, figura 111.2.9.B); el nimero de
osteoblastos (28% respecto de C, figura 111.2.10.A) y el area con actividad TRAP (35% respecto
de C, figura 111.2.10.B). Por el contrario, el tratamiento con rosiglitazona disminuyé el area
trabecular relativa (70% vs C, figura 111.2.9.A); nimero de osteocitos (68% vs C, figura 111.2.9.B);
numero de osteoblastos (65 % vs C, figura 111.2.10.A) y el area con actividad TRAP (70% vs C,
figura 111.2.10.B). Sin embargo, cuando se analizé el tratamiento conjunto de las dos drogas se
vio que la metformina previno el efecto deletéreo de la rosiglitazona en todos los parametros

permaneciendo en valores similares a los del control (Figuras 111.2.9. y 111.2.10).
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Figura Ill. 2. 9. Efecto del tratamiento con metformina y rosiglitazona sobre la
microarquitectura 6sea femoral. (A) Area trabecular relativa; (B) Numero de osteocitos/mm?.
Los resultados se expresaron como la media £ SEM. * P< 0.05; ** P< 0.001 vs C; # p<0.01
vs R; & p<0.001 vs M.
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Figura Ill. 2. 10. Efecto del tratamiento con metformina y rosiglitazona sobre la
microarquitectura ésea femoral. (A) Numero de osteoblastos; (B) Histoquimica de TRAP.
Los resultados se expresaron como la media £ SEM. * P< 0.05; ** P< 0.001 vs C; # p<0.01
vs R; & p<0.001 vs M.
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lll. 3. Efectos del tratamiento oral con metformina en un modelo de diabetes deficiente

en insulina sobre el metabolismo dseo.

Evaluacion del modelo animal de estudio.

Para realizar estos estudios se utilizd un modelo animal de diabetes generado por la
inyeccion sucesiva de &cido nicotinico y estreptozotocina como se describié en Materiales y

Métodos. El esquema experimental consistid en cuatro grupos de ratas:
e Ratas control (C), a las cuales no se les realizé ningun tratamiento;
e Ratas control con Metformina (M, 100 mg/kg/dia);
e Ratas diabéticas (D);
¢ Ratas diabéticas tratadas con metformina (DM).

En la Tabla [1.3.1 se muestran los resultados de los parametros sanguineos
posprandiales (glucemia, trigliceridemia, insulinemia y fructosamina sérica) y los niveles

plasmaticos de TNFa. de los cuatro grupos experimentales.

Control Metformina Diabéticas Dlabetlca_s ¥
Metformina
Glucosa [mg/dL] 165+ 6 181 +9 453 +40 *# 309 + 19 "##&

Insulina [ng/dL] 1.26+ 0.17 1.09 £ 0.30 045+0.06™ | 0.37+.012 " #

Triglicéridos [mg/dL] 627 54 +4 252 £257# 128 + 19 ™" ##&
Fructosamina 147 + 26 190 + 13 239 £12" 236+ 16"
[umol/L]
TNFa [pg/mL] 247+18 224127 123 £9.0 *# 96.9 + 8.6 "#8&&
Tabla Illl. 3. 1: Parametros sanguineos posprandiales. Se indujo un estado de diabetes

deficiente de insulina mediante la inyeccion de acido nicotinico y estreptozotocina como se
describe en materiales y métodos. Los resultados se expresan como la media + SEM.
Diferencias respecto de C: * p<0.001; ** p< 0.01; *** p<0.05, diferencias respecto de M: #
p<0.001; ## p< 0.05, diferencias respecto de D: & p<0.001; && p< 0.05.
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Como puede observarse en la tabla Ill. 3. 1., los animales diabéticos presentaron niveles
significativamente aumentados de glucemia (3 veces respecto del control), triglicéridos (4 veces
respecto del control), fructosamina (1,6 veces respecto del control) y TNFa (5 veces respecto del
control), mientras que la insulina se encontré significativamente disminuida (36% del control).
Estos niveles séricos son compatibles con un estado diabético asociado a la destruccion parcial
de las células B pancredticas y la consecuente induccion de un estado inflamatorio. El
tratamiento con metformina en ratas diabéticas previno parcialmente la hiperglucemia (cerca de
2 veces respecto del control) y la hipertrigliceridemia (2 veces respecto del control). A pesar de
todo esto, los animales mostraron deficiente control metabolico y estrés inflamatorio evidenciado
por los altos niveles de TNFa. (4 veces respecto del control); mientras que en animales no

diabéticos, el tratamiento con metformina no modificd los parametros bioquimicos evaluados.

Estos resultados nos permiten concluir que el tratamiento con acido nicotinico y
estreptozotocina produjo un estado metabdlico compatible con un cuadro de diabetes con
deficiencia de insulina probablemente por destruccién parcial de las células B pancreaticas,

segun se ha descripto previamente [Tahara, 2008; Szkudelski, 2012)].

lll. 3. 1. Estudios ex vivo.

lll. 3. 1. A. Efectos sobre la diferenciacion osteoblastica.

Para evaluar los posibles efectos de la condicién metabdlica presente en el modelo
murino de diabetes, y su tratamiento con metformina sobre la diferenciacion de CPMO hacia el
linaje osteoblastico, se aislaron células de los cuatro grupos experimentales (C, M, D, DM). Las
células aisladas fueron cultivadas hasta confluencia y se evaluaron los valores basales (sin
diferenciar) de la produccion de colageno tipo | 'y la actividad enzimatica de fosfatasa alcalina, no
encontrandose diferencias significativas entre los grupos (datos no mostrados). Sin embargo,
luego de 15 dias de diferenciacidn osteoblastica, se observd que el estado diabético produjo una
disminucion en la produccion de colageno tipo | (30% del control, Figura 111.3.1.1.A), y en la
actividad de fosfatasa alcalina (36% del control; Figura 111.3.1.1.B). Luego de 21 dias de
diferenciacion osteoblastica se observd un patrén similar para la produccién de nodulos de
mineralizacidn, con una disminucion en el grupo diabético (60% del control, Figura 111.3.1. 2.) y
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una reversion total del efecto de la diabetes en el grupo diabético tratado con metformina (82%
mayor que el grupo diabético y 42% mayor al control Figura 111.3.1.2). El efecto de la metformina
fue similar al descripto en secciones anteriores (Secciones IIl.1.1.A y [11.2.2.A). Es decir, esta
droga incrementd la produccion de coldgeno tipo |, la actividad de fosfatasa alcalina y

mineralizacién de la matriz extracelular (Figura 111.3.1.1 y Figura 111.3.1.2).
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Figura 111.3.1.1. Efecto de la administracion oral de metformina en ratas diabéticas y no
diabéticas sobre el potencial osteogénico de las CPMO. Se analizé la produccién de
colageno tipo | (A) y la actividad de fosfatasa alcalina (B). Los valores fueron expresados
como la media + SEM. Diferencias respecto al control: *p< 0.01; **p< 0.001; diferencias
respecto a D: # p< 0.001.
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Figura 111.3.1.2. Produccién de nddulos de mineral en CPMO. Luego de 21 dias de
diferenciaciéon a osteoblastos se midié la capacidad de mineralizar la matriz extracelular.
Los valores fueron expresados como la media + SEM. Diferencias respecto al C: *p< 0.01;
**p< 0.001; diferencias respecto a D: # p< 0.001.

lIl. 3. 1. B. Expresion de factores de diferenciacion osteoblasticos y
adipogénicos.

Con el fin de evaluar los mecanismos involucrados en los procesos descriptos en la
seccion anterior, se analizaron los cambios en la expresion de los dos principales factores de
transcripcion osteogénicos y adipogénicos, Runx2 y PPARy. Para ello, las CPMO provenientes
de cada grupo experimental fueron cultivadas en medio de diferenciacion osteoblastico durante
15 dias y luego se evaluaron los niveles de dichos factores de transcripcion en extractos
celulares por Western blot. El analisis densitométrico de los geles demostré que las CPMO
provenientes de ratas diabéticas expresaron menor cantidad del factor de transcripcion Runx2
que las células provenientes del grupo control (Figura 111.3.1.3.A), mientras que las CPMO
obtenidas de ratas no diabéticas tratadas con metformina no presentaron diferencia significativa
respecto al control. Sin embargo, en el grupo diabético tratado con metformina se observé una
prevencion parcial del efecto de la diabetes sobre la expresion del factor de transcripcién Runx2
(Figura 111.3.1.3.A).
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Figura lll. 3.1.3. Expresion de factores de transcripcion osteoblasticos y adipogénicos en
CPMO. Luego de 15 dias de diferenciacion adipogénica se evalué: (A) Factor de
transcripcion osteogénico Runx2. (B) Factor de transcripcion adipocitico PPARYy. Los
valores fueron expresados como la media +SEM. Diferencias respecto a C: *p<0.05,
**p<0.01, ***p< 0.001; diferencias respecto a M: # # p<0.001; diferencias respecto a D: &&
p<0.01, &&& p< 0.001.
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Por otro lado, la diabetes increment6 significativamente la expresion del factor de
transcripcién adipogénico PPARy respecto al control, luego de 15 dias de diferenciacion
osteoblastica (Figura 111.3.1.3.B). El tratamiento in vivo con metformina (tanto en ratas no

diabéticas como en diabéticas) indujo la reduccidn de la expresion de PPARy.

Si se analiza el cociente entre Runx2/PPARy (tabla Ill. 3. 2) se puede observar que las
ratas diabéticas presentan un desbalance en la relacion Runx2/PPARy lo cual suguiere una
disminucion en el potencial osteogénico, efecto que se ve revertido parcialmente en las ratas

diabéticas tratadas con metformina.

Control Metformina | Diabeticas | Diabeticas+
metformina
Runx2/PPARy 1 1,7 0,3 0,7

Tabla lll. 3. 2. Relacion entre Runx2 y PPARY.

lll. 3. 1. C. Efectos sobre la expresion del RAGE en CPMO

La hiperglucemia cronica esta asociada con un aumento en la concentracion de AGEs,
lo cual, a su vez llevara a un incremento en la expresion de su receptor RAGE [Kulkarni, 2013].
Considerando que las células de médula 6sea de ratas diabéticas podrian haber estado
expuestas a altas concentraciones locales de AGEs, se evalu6 la expresion del RAGE en las
CPMO vy si ésta era influenciada por las diferentes condiciones experimentales.

Las CPMO provenientes de ratas diabéticas (D) presentaron un aumento significativo en
la expresion de RAGE respecto al control (C), tanto en células sin diferenciar (Figura 111.3.1.4.A)
como en células sometidas a 15 dias de diferenciacién a osteoblastos (Figura 111.3.1.4.B). Por
otro lado, en el grupo DM la metformina previno completamente el efecto de la diabetes sobre el
aumento en la expresion del RAGE; mientras que no modificd la expresion del RAGE en CPMO

de ratas no diabéticas (M).
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Figura IlIl.3.1.4. Expresion de RAGE en CPMO. Células sin diferenciar (A); células
diferenciadas 15 dias (B). Los datos fueron analizados teniendo en cuenta la relacién
RAGE/actina. Los valores se expresaron como la media + SEM. Diferencias respecto a C:
**p< 0.01; diferencias respecto a M ## p<0.001; diferencias respecto a D &&& p< 0.001.
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lll. 3. 2. Estudios in vivo.

Efectos sobre la microarquitectura dsea femoral.

Para evaluar la microarquitectura de huesos largos, se procedi6 a realizar una serie de
cortes histologicos de los fémures obtenidos de los cuatro grupos experimentales: ratas controles
(con y sin tratamiento con metformina) y ratas diabéticas (con y sin tratamiento con metformina).
El andlisis histomorfométrico de los grupos experimentales reveld cambios en la

microarquitectura 6sea asociados con la diabetes y el tratamiento con metformina.

Control Metformina Diabética Diabética+Metformina
Area trabecular [%)] 39+2 45+ 3 33 +2#° 41+3
N° Osteocitos 1515+ 148 | 2477 £223 | 898 £ 103 " # 1470 £ 108 ™ #. &
[N°/mm?]
Area TRAP [%] 6.1+£0.7 | 13.2+21™ | 22405 # 8.2+09"#*8&
Altura de la placa de 2103 226+ 8 103 5™ # 128 £ 4™ # 8
crecimiento[um]

Tabla 1l1.3.3. Analisis histomorfométrico de fémures de los cuatro grupos experimentales. Los
resultados se expresan como la media £+ SEM. Diferencias respecto de C: * p<0.05; ** p< 0.01;
*** p<0.001; Diferencias respecto de M: # p<0.05; ## p< 0.001; Diferencias respecto de D: &
p<0.05; && p< 0.01; &&& p< 0.001.

Al comparar los resultados obtenidos para las ratas diabéticas y controles, se vio que las
primeras mostraron una leve disminucion en el area trabecular (85% de C, Tabla 111.3.3.), una
disminucion significativa en la densidad osteocitica (60% de C, Figura 111.3.2.1.C), en la actividad
TRAP (36% de C, Figura 111.3.2.1.G) y en la altura de la placa de crecimiento (47% de C, Figura
[11.3.2.1.K). También se observd un incremento en la densidad adipocitica de la médula 6sea
(adipocitos sefialados en la figura con flechas). Por otro lado, en animales diabéticos, la
administracion oral de metformina previno parcialmente los efectos de la diabetes en cuanto a la
disminucion de la densidad osteocitica (163% de D, Figura 111.3.2.1.D), del &rea TRAP (370% de
D, Figura 11.3.2.1.H), y la altura de la placa de crecimiento (124% de D, Figura 111.3.2.1.L), y

previno completamente el incremento de la adiposidad de la médula 6sea. El tratamiento con
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metformina en animales no diabéticos indujo un aumento significativo de la densidad osteocitica
(163% de C, Figura 111.3.2.1.B) y en el &rea TRAP (216% de C, Figura I1.3.2.1.F).

La Figura 11.3.2.1 muestra fotos representativas de preparados histologicos de fémur

provenientes de los distintos grupos experimentales.

Las imagenes A-D corresponden a cortes tefiidos con Hematoxilina — Eosina, en donde
se observan las diferencias en la densidad osteocitica entre los cuatro grupos experimentales:

control (C), metformina (M), diabética (D) y diabética tratada con metformina (DM).

En las fotos E-H, se observan cortes a los que se les realizd histoquimica para TRAP. Se

distinguen areas con actividad de esta enzima en violeta (sefialados con flechas).

La tincidn de azul alcian se muestra en los cortes I-L, en donde se puede distinguir en

azul claro el cartilago de crecimiento.

En todas las fotos del grupo D (C, G y K) se ven espacios en blanco dentro de la médula

dsea, correspondientes a adipocitos (marcados con puntas de flechas).
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Figura lll. 3.2.1. Efectos de la metformina y la diabetes sobre la microarquitectura 6sea femoral de ratas. Fotos de cortes histolégicos representativos
de fémures de ratas control (A,E,l); no diabéticas tratadas con metformina (B,F,J); diabéticas sin tratamiento (C,G, K), y diabéticas tratadas con
metformina (D,H,L).Los cortes histoldgicos fueron tefiidos con Hematoxilina-Eosina (A-D), histoquimica para TRAP (E-H); y Azul Alcian (I-L). Las
flechas blancas sefialan osteocitos (Ot), las flechas negras sefialan area TRAP, las puntas de flecha negra sefalan adipocitos, y las doble flechas
negras la altura de la placa de crecimiento.
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Discusioén

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabdlica caracterizada por
hiperglucemia. Las complicaciones de esta patologia son diversas, generando disfuncién en
varios 6rganos principalmente 0jos, rifiones, nervios, corazon y vasos sanguineos. Los pacientes
que padecen diabetes también tienen mayor incidencia de fracturas, no solo porque son mas
propensos a caidas, sino porque ademas presentan alteraciones esqueléticas, que influyen
sobre la calidad 6sea [Montagnani, 2013].

El hueso es un drgano que contiene diferentes tipos celulares implicados en el
mantenimiento y reparacioén del mismo. Algunas de las células involucradas en estos procesos
derivan de las células progenitoras de médula 6sea (CPMO), las cuales dependiendo del micro-
entorno, expresaran factores de transcripcion especificos que les permitiran diferenciarse a
osteoblastos (aumentando la expresion de Runx2/cbfa1), adipocitos (activando al factor de
transcripcién PPARY) o condrocitos (expresando sox-9).

La metformina es una droga ampliamente utilizada en el tratamiento de la diabetes, y por
esto resulto interesante evaluar el efecto de la misma sobre la diferenciacion osteoblastica de
CPMO como primer objetivo de esta tesis.

En la seccion . 1. 1 se describio que la metformina ejerce un efecto directo sobre la
diferenciacion osteoblastica de CPMO in vitro. La matriz extracelular del tejido 6seo posee un
alto contenido de colageno tipo | (col tipo 1), y la expresion elevada de la enzima fosfatasa
alcalina (FAL) actua como mediador de la formacion de sales insolubles de fosfato iniciando, en
consecuencia, el proceso de mineralizacion [Kume, 2005]. Los resultados obtenidos evidenciaron
un aumento de la produccién de colageno tipo | y expresion de FAL luego de 15 dias de
diferenciacion osteoblastica; y produccion de nddulos de mineralizacion en la matriz extracelular
(min, luego de 21 dias de cultivo en medio de diferenciacion). Esto condice con lo descripto por
varios autores, quienes reconocen como marcadores de diferenciacion temprana de osteoblastos
la expresion de fosfatasa alcalina, colageno tipo |, osteopontina, sialoproteina dsea; y como
marcadores de diferenciacion tardia osterix y la mineralizacion de la matriz extracelular en
CPMO humanas y en células de calvaria fetal de rata [Jaiswal 1997; Malaval, 1999; Stein, 1990;
Born A-K, 2009].

Ademas, la induccion de la diferenciacion osteoblastica producida por la metformina
mostré una dependencia de la dosis empleada. Este mismo efecto fue visto en células MC3T3-
E1 en trabajos previos de nuestro grupo [Cortizo, 2006]. Kanazawa también describid, utilizando
este mismo tipo celular, que la metformina incrementa significativamente la produccion de
colageno tipo |, estimula la actividad de la enzima fosfatasa alcalina y potencia la formacion de
nddulos de mineral en forma dosis dependiente [Kanazawa, 2008].
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Basado en estos resultados se decidio evaluar el efecto ex vivo de la metformina sobre
la capacidad osteogénica de CPMO de ratas. Se observd que la metformina incrementa el
potencial osteogénico de CPMO de ratas que recibieron un tratamiento oral con la droga durante
15 dias. Estas células mostraron un aumento en la expresién de colageno tipo |, actividad
especifica de FAL, produccion de nddulos de mineralizacién y expresion de osteocalcina
(seccion . 1. 2, Figuras Ill. 1. 4 y 1Il. 1. 5), efectos posiblemente mediados por el incremento
observado en la expresion del factor de transcripcion esencial para la diferenciacion
osteoblastica Runx2 (Figura Ill. 1. 6.). El proceso de induccion de la expresion de marcadores
especificos de osteoblastos mediada por Runx2 también fue descripta por Cohen [Cohen, 2006].

También se realizaron estudios para tratar de elucidar el mecanismo de accién de la
metformina en la diferenciacion osteogénica de CPMO. Utilizando técnicas de
inmunofluorescencia y western blot se observd que la metformina potenciaba la fosforilacion de
AMPK (Figura Ill. 1. 8). Estos mismos resultados fueron observados en osteoblastos MC3T3-E1
por otros autores [Kanasawa, 2008; Jang G, 2011a] que ademas estudiaron otros aspectos del
posible mecanismo involucrado. El grupo de Kanasawa observé que la fosforilacion de la AMPK,
mediada por metformina, aumentaba la expresion de eNOS y BMP-2, mientras que el grupo de
Jang encontr6 que la AMPK es capaz de aumentar el factor de transcripcion Runx2 a través de
la expresion de Smad1/5/8-Dix5 en esta linea celular. La fosforilacidn de Smad1/5/8 es un
evento celular critico para la diferenciacion de los osteoblastos inducida por BMP-2. Cuando
BMP-2 se une al receptor de BMP tipo | (BMPR-1) y tipo Il (BMPR-II), Smad1/5/8 se fosforila e
induce la expresion de genes especificos de osteoblastos, como DIx5, que a su vez regula la
expresion de Runx2. Jang y colaboradores también encontraron ese mismo afio, que la
metformina puede estimular la diferenciacién de osteoblastos MC3T3-E1 a través de la
activacion de Runx2 via AMPK/usf-1/shp [Jang G, 2011b].

El 6xido nitrico (NO) es una molécula de sefializacion producida en las células 6seas. La
fuente de produccién de NO, en osteoblastos es la eNOS, la cual se expresa constitutivamente.
La isoforma eNOS parece jugar un papel clave en la regulacion de la actividad de osteoblastos y
en la formacidn de hueso, ya que los ratones knockout para eNOS tienen osteoporosis debido a
un defecto en la formacién de hueso [Zhong, 2011]. Nuestro grupo de trabajo ha demostrado en
células MC3T3-E1 que el aumento en la expresion de eNOS por metformina estimula la
diferenciacion osteoblastica [Cortizo, 2006].

Para confirmar que la activacion de la AMPK participa en la diferenciacion osteoblastica
y que la metformina induce este proceso, se realizaron ensayos in vitro con CPMO de ratas
controles, que fueron diferenciadas a osteoblastos en presencia de metformina sola o de
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metformina con un inhibidor directo de la AMPK, el compuesto C. Los resultados mostraron que
el compuesto C era capaz de inhibir la fosforilacién de la AMPK y en consecuencia disminuir la
sintesis de colageno tipo | luego de 15 dias de cultivo (seccién lll. 1. 2. C, Figura Ill. 1.10). En
concordancia con estos resultados, Kim reportd que, en células mesenquimaticas humanas, la
presencia de compuesto C en el medio de cultivo disminuia la diferenciacion osteoblastica,
proceso evidenciado por la disminucién en la expresién de mRNA de FAL, RUNX2 y OCN (tres
genes claves relacionados con la osteogénesis) [Kim E, 2012]. También observd que el
compuesto C reducia la mineralizacién de la matriz extracelular. En conclusion, nuestros
resultados y los reportados por este grupo, indicarian que la mineralizacion de la matriz
extracelular y la expresion de genes especificos de osteoblastos estarian asociadas con la
activacion de AMPK.

Nuestro grupo previamente ha demostrado que la metformina incrementa la fosforilacion
de ERK en pre-osteoblastos MC3T3-E1 [Cortizo, 2006] y en la seccion lIl. 1. 2. C se vio que esta
droga aumentaba la fosforilacion de AMPK en CPMO de ratas. Resultados similares fueron
reportados por Kim [Kim E, 2012] quien no solo demostré estos mismos efectos en CPMO
humanas (aisladas de tejido adiposo) sino que también descubrié que la fosforilacion de la
AMPK estaba directamente relacionada con la fosforilacion de las ERK durante el proceso de
diferenciacion osteoblastico.

Un buen control glucémico es importante para prevenir las complicaciones de la diabetes
mellitus; en el caso de la DM tipo 2, el control de la glucemia puede ser mejorado con un cambio
en el estilo de vida (comida sana y ejercicio) y/o con el uso de algun agente farmacolégico oral
ya sea en monoterapia o terapia combinada. La rosiglitazona es una droga que disminuye
eficientemente la resistencia a la insulina, lo cual induce una mayor sensibilidad de los tejidos a
esta hormona, y por ende es muy efectiva en el control glucémico. Se ha descrito que esta droga
fomenta el aumento de peso, la retencién de liquido, incrementa el riesgo cardiovascular asi
como también el riesgo de fracturas. Debido a estos hallazgos, en el afio 2010 la FDA (Food and
Drug Administration) restringio la droga y anuncié que la rosiglitazona solo podria ser
administrada a pacientes que no tuvieran otro tipo de opciones para regular la glucosa
plasmatica y que, previo a su administracion, éstos deberian estar informados de los riesgos que
ocasiona la droga [Kung, 2012].

Si bien la monoterapia con rosiglitazona se asocia con alteraciones ¢seas [Grey, 2008],
la monoterapia con metformina se asocia con una disminucion en el riesgo de fracturas
[Vestergaard P, 2005]. Existe como opcion terapéutica para el tratamiento de la diabetes tipo 2,

combinar rosiglitazona con metformina. Sin embargo, no existian estudios del efecto de este co-
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tratamiento sobre alteraciones dseas o sobre las CPMO, lo cual motivo al estudio de los efectos
de dicho tratamiento sobre el metabolismo dseo.

Como una primera aproximacion, y teniendo en cuenta que la rosiglitazona produce
compromiso de las CPMO hacia el fenotipo adipocitico (debido a que es un ligando sintético de
PPARYy al cual se une y estimula la diferenciacion a adipocitos bloqueando la diferenciacion a
osteoblastos) [Lehmann, 1995; Lecka-Czernik, 2002], se realizaron ensayos in vitro donde se co-
incubaron las CPMO con ambas drogas con el objetivo de ver si este tratamiento prevenia la
induccion adipocitica mencionada. En la seccion Ill. 2. 1. se demostrd que en presencia de
metformina y rosiglitazona, la diferenciacién de las CPMO al fenotipo adipocitico, medido como
concentracion de lipidos intracelulares, disminuia en forma dosis dependiente con el aumento en
la concentracion de metformina (Figura. 111.2.1). A su vez, pacientes tratados con rosiglitazona
durante periodos prolongados podrian sufrir pérdida de masa 6sea [Backesjo, 2009]. En
contraste con la accion de las tiazolidinedionas, la metformina inhibe el proceso de diferenciacion
adipogénica de las CPMO en cultivo (Figura Ill. 2. 1.). Por esto, la metformina podria ser
beneficiosa para el metabolismo 6seo en el tratamiento combinado con rosiglitazona.

Basado en estos resultados, se realizaron experimentos con ratas a las que se les
administré6 metformina y/o rosiglitazona para evaluar el efecto de estas drogas sobre el potencial
osteogénico de CPMO vy la microarquitectura femoral. En estos ensayos se encontrd que la
administracion de rosiglitazona como monoterapia durante 2 semanas disminuyo
significativamente los siguientes parametros respecto al control: &rea trabecular de la metafisis
femoral, densidad osteocitica, actividad TRAP asociada a osteoclastos en la espongiosa primaria
y el potencial osteogénico de CPMO (seccion llI. 2. 2 y seccion lll. 2. 3). Por el contrario, luego
de 2 semanas de administracion oral de metformina todos los parametros mencionados se
elevaron significativamente (comparados con el control). Sin embargo, el tratamiento con las dos
drogas en conjunto previno parcial o totalmente el efecto nocivo de la tiazolidinediona tanto en la
microarquitectura femoral como en el potencial osteogénico de CPMO.

A partir de esta evidencia se tratd de dilucidar los mecanismos por los cuales la
metformina y/o la rosiglitazona tienen su efecto sobre el hueso. Para esto, se determinaron los
niveles de Runx2 y PPARy en CPMO de ratas control (C), tratadas con metformina (M),
rosiglitazona (R) y con las dos drogas en conjunto (RM). Tanto en células sin diferenciar como en
células luego de tres semanas de diferenciaciéon osteoblastica, se vio un incremento en la
expresion de Runx2 sin tener efecto sobre la expresion de PPARy (Figura lll. 2. 4y ll. 2. 5). Por

otro lado, la monoterapia con rosiglitazona estimuld la expresion de PPARy y disminuyo la
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expresion de Runx2, sugiriendo que las tiazolidinedionas estimulan la adipogénesis y reducen el
compromiso osteoblastico de CPMO. Esto condice con la funcion del PPARy como factor de
trascripcion esencial en la diferenciacion de CPMO hacia el linaje adipocitico en detrimento del
osteoblastico [Akune, 2004] y demuestra el papel fundamental de esta proteina en el
metabolismo adipocitico y en el balance osteoblastico/adipocitico [Kawaguchi, 2005] asi como su

induccién por medio de la rosiglitazona [Lehmann, 1995].

Runx2
@ < @ Osteoblasto
CPMO
@ Adipocito
PPARY

Figura IV.1. Factores de transcripcion implicados en la diferenciacion de CPMO
[Kawaguchi, 2005].

Las CPMO obtenidas de las ratas que recibieron el co-tratamiento mostraron una
reversion de los niveles de Runx2 y PPARy hasta valores similares a los de las ratas sin
tratamiento. Por otro lado, cuando se analizé la expresion de p-AMPK'y AMPK en los grupos C,
M, Ry RM (seccion Ill. 2. 2. C), se observo que la relacion p-AMPK/AMPK en CPMO obtenidas
de ratas tratadas con metformina se veia incrementada, disminuida en las tratadas con
rosiglitazona y revertida a valores similares a los del control en las tratadas con ambas drogas.
Otros autores han demostrado que PPARy se modifica en funcién de la actividad de la AMPK. La
fosforilacion de p300 (un coactivador de PPARYy) por la AMPK reprime las funciones de
transactivacién de PPARy en forma tanto dependiente como independiente del ligando [Yang,
2001], induciendo una disminucion de la capacidad de las tiazolidinedionas de incrementar la
diferenciacion adipogénica en CPMO. El tratamiento con rosiglitazona indujo un incremento en la
activacion de PPARYy, lo cual podria ser interpretado como potenciador adipogénico de las
CPMO que fue contrarrestado por el efecto de la metformina como represor de su actividad.

Los resultados expuestos en esta tesis son los unicos que evaluan las consecuencias
patofisiologicas basicas (y el posible mecanismo de accion) del efecto de la terapia combinada
metformina-rosiglitazona sobre el metabolismo dseo. Por otro lado, los efectos de esta estrategia
terapéutica sobre el hueso han sido analizados en varios estudios clinicos. El estudio ADOPT
[Kahn, 2008] mostré una asociacion entre el tratamiento a largo plazo con rosiglitazona y el
aumento en el riesgo de fracturas de extremidades en mujeres con diabetes tipo 2 (pero no en
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hombres) cuando se las comparaba con pacientes que tomaban metformina como monoterapia.
La terapia combinada metformina con rosiglitazona (versus la monoterapia con metformina) se
asocia con un 50% de incremento en fracturas de cadera; sin embargo, las fracturas no fueron
discriminadas por el género de los pacientes [Tzoulaki, 2009]. Estos estudios clinicos parecerian
indicar que la incidencia de fracturas seria elevada en pacientes que recibieron monoterapia con
rosiglitazona por periodos prolongados; baja en pacientes que recibieron solo metformina; e
intermedia cuando la rosiglitazona se administra combinada con metformina o sulfonilureas.

La osteoporosis es una enfermedad muy frecuente y su incidencia va en aumento en
relacion con la mayor expectativa de vida de los seres humanos. Actualmente se la define como
una enfermedad esquelética sistémica que se caracteriza por baja masa 6sea y deterioro de la
microarquitectura, con incremento de la fragilidad y susceptibilidad para las fracturas [Chan GK,
2002)]. Clinicamente se la reconoce por fracturas de cadera, vértebras, mufiecas, etc. como
cosecuencia traumas minimos, las cuales se asocian con un incremento significativo en la
morbilidad, mortalidad y reduccion en la calidad de vida.

La diabetes se asocia con osteoporosis debido a que los pacientes diabéticos poseen el
recambio 0seo y la integridad esquelética disminuidos [Starup-Linde, 2013]. La diabetes afecta
cada vez a mas personas, debido a cambios en estilo de vida, sin embargo las alteraciones
dseas son diferentes: los pacientes con diabetes tipo 1 tienden a tener baja densidad mineral
6sea e indice de fracturas aumentado, mientras que los pacientes con diabetes tipo 2 presentan
densidad mineral 6sea normal o aumentada pero indice de fracturas incrementado. La diabetes
afecta al hueso de multiples maneras, algunos de los factores que se incluyen son: obesidad,
cambios en los niveles de insulina y concentraciones altas de productos de glicaciéon avanzada
sobre proteinas de matriz extracelular y proteinas intracelulares [Isidro, 2010].

Los modelos animales de diabetes son muy variados y han sido utilizados para dilucidar
el mecanismo por el cual la diabetes altera la calidad ¢sea. La estreptozotocina induce en
roedores una deficiencia insulinica total y ha sido usado como modelo de diabetes tipo 1.

En este trabajo de tesis se utilizo un modelo de diabetes inducida por la inyeccion de
streptozotocina (STZ) y nicotinamida (NA), el cual se caracteriza por presentar moderada
hiperglucemia, dislipemia y tolerancia a la glucosa alterada debida a la pérdida de secrecion de
insulina de fase temprana, pero sin la presencia de insulino-resistencia ni obesidad [Szkudelski,
2012). Empleando este modelo, y basados en los conocimientos previos sobre la accion de la
metformina, se investigd el efecto de la diabetes insulino-deficiente asi como su tratamiento
sobre el potencial osteogénico de CPMO y en la microarquitectura femoral. Los animales

diabéticos mostraron niveles significativamente aumentados de glucemia, ftrigliceridemia,
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fructosamina plasmatica y TNFo plasmético, mientras que la insulinemia se encontrd
significativamente disminuida (seccion Ill. 3., Tabla lll. 3. 1.). Este perfil sérico es compatible con
un estado diabético asociado a la destruccidén parcial de las células B pancreaticas y la
consecuente induccion de un estado inflamatorio. El tratamiento con metformina en ratas
diabéticas previno parcialmente la hiperglucemia y la hipertrigliceridemia, pero mostraron control
metabdlico deficiente y estrés inflamatorio evidenciado por los altos niveles de TNFa. El
incremento en esta citoquina pro-inflamatoria, junto con otras, se asocia con osteoporosis
[Zupan, 2013]. La hiperglucemia sostenida de la diabetes produce un incremento de los
productos de glicacion avanzados (AGEs), citoquinas y estrés oxidativo, lo que podria estar
afectando el destino de las CPMO. En animales no diabéticos, el tratamiento con metformina no
modificd los parametros bioquimicos.

Para investigar los mecanismos por los cuales la diabetes afecta la formacién dsea,
realizamos una serie de estudios con CPMO provenientes de cuatro grupos experimentales
(control y diabetes con o sin tratamiento con metformina). Los resultados demostraron que las
CPMO de animales diabéticos presentaban una capacidad de diferenciarse a osteoblastos
disminuida (seccion ll. 3. 1, figuras 111.3.1 y Ill. 3.2). Estos resultados se asociaron con una
disminucion en el factor de transcripcién osteoblastico Runx2 y con el incremento en la expresion
del factor de transcripcion adipogénico PPARy (figura Ill. 3. 1. 3), observandose una disminucion
de la relacion Runx2/PPARYy lo cual puede ser interpretado como una reduccion en el potencial
osteogénico de las células (Tabla Ill. 3 .1.). Todas estas alteraciones en la induccién osteogénica
fueron completamente prevenidas cuando las ratas diabéticas recibieron tratamiento oral con
metformina durante 2 semanas, y la relacion Runx2/PPARy se revirtid parcialmente. Esto
condice con la relacién entre la metformina y la activacion de AMPK, la cual induce la
diferenciacion osteoblastica descripta previamente en la seccién Ill. 1. 3. C y por otros autores
[Kanazawa, 2008; Shah, 2010].

Individuos que han padecido diabetes durante mucho tiempo, muestran un incremento
en la acumulacién de AGEs que son reconocidos por su receptor RAGE el cual se expresa en
varios tipos celulares [Kulkarni, 2013]. Nuestro grupo ha demostrado previamente que la
expresion de RAGE en osteoblastos MC3T3-E1 y UMR106 esta regulada por la presencia de
AGEs y, que la metformina puede prevenir in vitro la regulacion del RAGE mediada por los AGEs
en osteoblastos en cultivo [Cortizo, 2006]. Muy recientemente, se ha descrito que la incubacion
in vitro de CPMO con AGEs durante la diferenciacion osteoblastica, incrementa la expresion de
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RAGE y disminuye la expresion de Runx2 [Kim S, 2013]. Para evaluar el posible mecanismo por
el cual la hiperglucemia diabética altera las caracteristicas dseas, en esta tesis se investigé la
expresion de RAGE en las CPMO obtenidas de animales de los cuatro grupos experimentales.
Se encontré que la diabetes indujo un incremento significativo de la expresion de este receptor,
tanto antes como luego de diferenciar las células durante 15 dias a osteoblastos (Seccion il. 3.
1. C.; Figura lll. 3. 1. 4.). Este incremento fue prevenido cuando los animales diabéticos fueron
tratados durante 2 semanas con metformina. Se ha descripto en células MC3T3-E1, que la
activacion del RAGE inhibe las vias de Wnt, PI3K y ERK, tres vias implicadas en la
diferenciacion osteoblastica [Chen, 2013; Maeda, 2013; Li, 2012]. En especial, la activacion de
RAGE inhibe la sefializacion de las ERK [Li, 2012], las cuales son capaces de reducir la actividad
transcripcional de PPARYy al fosforilarlo [Kim E, 2012]. También se sabe que las ERK aumentan
la expresion de Runx2 [Wang, 2013] y que en pre-adipocitos 3T3-L1 el RAGE regula
directamente la adipogénesis y la hipertrofia de dichas células [Monden, 2013].

Estos hallazgos se pueden relacionar con los resultados de esta tesis en los cuales se
encontré que en CPMO provenientes de ratas diabéticas existe una expresion aumentada RAGE
y PPARy mientras que disminuye la expresion de Runx2 (Figuras Ill. 3. 1. 3. y llI. 3. 1. 4), dando
como resultado una disminucion en la capacidad osteoblastogénica y favoreciendo la
diferenciacion hacia el linaje adipocitico de dichas células, como se verifica en el anélisis
histologico de los fémures (Figura lll. 3. 2. 1.). El tratamiento oral con metformina de los animales

diabéticos previno el incremento de los niveles de RAGE y PPARY.

RAGE

Compuesto C \ L = Runx2 > Diferenciacion osteoblastica
3 P-AMPK > ERK <

e
-

-
Metformina -~ = PPARg — Diferenciacién adipocitica

Figura IV. 2. Moléculas implicadas en la diferenciacion de CPMO. flechas en verde:
activacion; flechas en rojo: inhibicién [Cortizo, 2006; Kanazawa, 2008; Molinuevo 2010; Kim,
2012; Li, 2012].

El analisis histomorfométrico de los fémures mostrd una disminucion del hueso
trabecular de la metéfisis femoral junto con una importante disminucion en la densidad
osteocitica (Seccién Ill. 3. 2, Tabla Ill. 3. 3.); asi como también se encontr6 un aumento

significativo de la adiposidad de la médula 6sea en los animales diabéticos. En conjunto, estas
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alteraciones terminan afectando y contribuyendo con el deterioro en la calidad 6sea. La
sobreexpresion de PPARy estimula la diferenciacion adipocitica de CPMO, mientras que la
haploinsuficiencia de PPARy ha sido asociada con incremento en la masa dsea a través de la
estimulacion de la osteoblastogénesis [Akune, 2004]. Estos resultados podrian explicar la
disminucion en el potencial osteogénico de CPMO vy la presencia de adipocitos en la médula
0sea de ratas diabéticas; las alteraciones histomorfométricas que hemos observado en este
modelo podrian también estar relacionadas con la disminucion en el potencial osteogénico en
favor del potencial adipogénico. Las observaciones de este trabajo se condicen con las
encontradas por otros grupos sobre la microarquitectura dsea, analizadas por micro tomografia
computada pero en modelos animales de ratones con diabetes tipo 1 [Kogianni, 2007; Nuttall,
2004].

La altura de la placa de crecimiento depende de dos procesos antagonicos: uno en
direccion de la epifisis hacia la metéafisis que implica la produccion, proliferacion e hipertrofia de
los condrocitos; y otro en la direccidon opuesta el cual representa la invasion vascular y la
sustitucion de cartilago por hueso nuevo. Este ultimo proceso requiere de la actividad
osteoclastica. Los osteoclastos preparan la zona para que los osteoblastos depositen alli matriz
6sea nueva. De esta manera los resultados obtenidos, muestran una disminucion en el area
TRAP y una reduccion en la altura de la placa de crecimiento (Tabla ll. 3. 3.), que analizados en
forma conjunta, correlacionarian con una disminucion en el crecimiento longitudinal del hueso.
Otros autores, empleando modelos similares encontraron resultados equivalentes. Silva encontro
un descenso significativo en la altura de la placa de crecimiento, pero no determin¢ la actividad
TRAP [Silva, 2009]. Por otro lado, otros investigadores han encontrado en cultivos de células
madres hematopoyéticas provenientes de ratas diabéticas, niveles incrementados de citoquinas
relacionadas con la maduracion osteoclastica (TNFa,, MCS-F, y RANKL) y actividad TRAP
aumentada. Estos procesos podrian asociarse con el incremento en la fragilidad de huesos
largos y la disminucidn de reparaciones 6seas. [Kawashima, 2009; Kayal, 2007]. En conclusién,
si bien los resultados respecto a la actividad TRAP son contradictorios, todos se asocian al
incremento en la fragilidad y disminucion de la reparacién de lesiones 6seas.

La red de osteocitos es critica para la salud dsea, ya que estas células actuan como
mecanosensores y regulan el remodelamiento 6seo [Zeliha Hekimsoy, 2008]. La pérdida de
osteocitos por apoptosis como consecuencia de la induccion de la diabetes ha sido previamente
registrada por otros investigadores [Molinuevo 2010; Portal-Nufiez, 2010]. Se ha postulado que
la apoptosis de osteocitos libera sefiales que activan a los osteoclastos con la consiguiente

resorcion 6sea [Bidwell, 2008]. Una de estas sefiales es la de la proteina HMGB1 (High Mobility
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Group Box 1) que regula la expresion de citoquinas proinflamatorias al interactuar con diferentes
receptores, incluido el RAGE, para el cual es su ligando fisiologico. La diabetes esta asociada al
estrés oxidativo, el cual puede ser uno de los principales inductores de la apoptosis de los
osteocitos [Manolagas, 2010; Stolzing, 2010]. Se ha descripto que la unién AGEs - RAGE induce
la produccidn de especies reactivas del oxigeno (ROS), e incrementa la generacion de citoquinas
proinflamatorias [Kulkarni, 2013], que podrian ser la causa de la disminucion en la densidad
osteocitica observada en nuestro modelo animal (Tabla Ill. 3. 3.).

Este modelo pone de manifiesto el efecto directo de la metformina sobre el hueso, en
vez de actuar por un mecanismo insulinosensibilizante. Luego de dos semanas de tratamiento
oral con metformina, la droga fue capaz de prevenir la disminucién en el area trabecular y la
adiposidad de la médula ésea; incremento la densidad osteocitica en las trabéculas y el area con
actividad TRAP en la espongiosa primaria, tanto en animales diabéticos como controles. A su
vez previno parcialmente la disminucion de la altura de la placa de crecimiento en animales
diabéticos.

Todos estos resultados permiten concluir que este modelo empleado de diabetes con
deficiencia de insulina produce efectos nocivos sobre la microarquitectura de huesos largos que
podria estar relacionado con la disminucién en el potencial osteogénico de CPMO. El cual, a su
vez, podria estar mediado por una disminucién en los niveles de Runx2, un aumento en los de
PPARy y un aumento en citoquinas pro-inflamatorias (TNFa) regulados por RAGE. Estas
alteraciones inducidas por la diabetes pueden ser total o parcialmente prevenidas por el

tratamiento oral con metformina.
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Conclusiones

La metformina promueve la diferenciacion osteobléstica, proceso mediado a través de
la activacion/fosforilacion de la proteina AMPK y del aumento en la expresion de
Runx2.

La rosiglitazona es un inductor de adipogénesis. A su vez, disminuye la diferenciacion
osteoblastica mediante la disminucién en la expresiéon del Runx2 y el aumento en la
expresion del PPARy.

La metformina inhibe la induccion adipogénica inducida por rosiglitazona.

La metformina incrementa la resorcion y formacién 6sea, estimulando en definitiva el
recambio 0seo.

La rosiglitazona inhibe el recambio dseo proceso que es revertido por el tratamiento con

metformina.

La diabetes con deficiencia en la secrecion de insulina disminuye el potencial
osteogénico de CPMO, fendmeno que es revertido parcialmente por el tratamiento oral
con metformina. Este proceso es mediado por la disminucién en la relacién
Runx2/PPARYy.

La diabetes induce alteraciones en la microarquitectura 6sea, y estos defectos estarian
asociados con la disminucion en el potencial osteogénico de las CPMO. Esta situacion
fue revertida por el tratamiento oral con metformina.

En conjunto, estos resultados sugeririan que la diabetes afecta la calidad del hueso, lo

cual, podria asociarse con un aumento en el riesgo de fracturas.
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